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Abstract 
 
Atlantic bluefin tuna Thunnus thynnus is pelagic fish with a high level of exploitation 
and economic importance. The capture-based aquaculture that involves the catch of wild 
individuals, a slow transport to the rearing facilities and adaptation to the captive 
environment, could be stressful for juvenile fish, consequently resulting in unexpected 
mortalities. 
 In this study, a new set of 13 EST-SSRs for T. thynnus was developed to explore 
whether the survival success through the farming cycle might be monitored at the genetic 
level and linked to several immunity and stress response-associated genes.  
The observed FST value was low (0.005), showing similar allele frequencies and no 
major allele loss between tested populations. Two different approaches for the identification 
of loci under selection did not indicate departure from neutrality for any of the 13 EST-SSRs, 
suggesting that they may not be considered informative in the studied context. 
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1. UVOD 
 
Atlantska plavoperajna tuna (Thunnus thynnus) je velika pelagična riba iz razreda 
koštunjača i porodice skušovki (Scombridae). Prvi put ju je znanstveno opisao Linnaeus 
1758. godine kao Scomber thynnus (Ottolenghi, 2008). Budući da je iznimno nutritivno 
bogata veoma je cijenjen ulov te dostiže visoku tržišnu vrijednost. Na svjetskoj razini ulov 
tuna i crno tržište su se desetljećima nekontrolirano razvijali, što je dovelo u pitanje njezin 
opstanak i ugroženost same vrste (Collete i sur., 2011; Benetti i sur., 2016). Zbog toga je 
osnovana Međunarodna komisija za očuvanje i zaštitu atlantskih tuna (ICCAT) kao 
međunarodna organizacija koja prati stanje biozaliha tuna i njima sličnih vrsta u Atlantskom 
oceanu, Sredozemnom moru i pripadajućim rubnim morima. 
Uzgoj tuna je profitabilna industrija koja donosi visoku ekonomsku dobit, a kavezni 
način uzgoja ove vrste se tijekom zadnjih 30 godina znatno povećao te je uspostavljen u 
zemljama diljem svijeta poput Japana, Australije, Sjeverne Amerike, Dalekog Istoka i 
Sredozemnog mora (Benetti i sur., 2016; Fernandez-Polanco i Llorente, 2016; Harley i sur., 
2013; Ottolenghi, 2008; Sumaila i Huang, 2012). Tuna predstavlja jedan od najvažnijih 
izvoznih proizvoda, te je pridonijela naglom razvoju ribarstva i marikulture u Hrvatskoj. 
Međutim, ulov, dugotrajni transport do uzgajališta, adaptacija na kavezne uvjete života, 
ozljede nastale tijekom manipulacije ribom ili sudaranja i zaplitanja u mrežu kaveza tijekom 
transporta i uzgoja, u kombinaciji s raznim biotičkim i abiotičkim čimbenicima mogu 
uzrokovati stres kod juvenilnih jedinki, koji ima snažni suprimirajući učinak na sastavnice 
urođene imunosti (Balli i sur., 2016; Honryo i sur., 2018; Magnadóttir, 2006; Meyer, 1991; 
Munday i sur., 2003; Mylonas i sur., 2010; Ottolenghi, 2008). Urođena imunost je temeljni 
obrambeni mehanizam kod riba te je važna u zaštiti od uzročnika bolesti i održavanju 
homeostaze (Magnadóttir, 2006). Pad imunosti uslijed stresnih uvjeta dovodi do osjetljivosti 
na infekcije i razvoja bolesti (Kirchhoff, 2012; Polinski i sur., 2014; Rauta i sur., 2012) što 
loše utječe na rast i kondiciju (Mladineo i sur., 2006) i u konačnici može rezultirati 
mortalitetom i velikim gubicima u proizvodnji uzgajališta (Buentello i sur., 2016; Evans, 
2015).  
Tijekom zadnjih nekoliko desetljeća intenzivno se provode biološka i populacijska 
istraživanja ekonomski važnih vrsta tuna iz roda Thunnus (T. thynnus, T. orientalis, T. 
maccoyii) korištenjem različitih genetičkih biljega, a prikupljeni podatci su značajni za 
razumijevanje njihove ekologije i evolucije, prvenstveno u svrhu očuvanja populacija u 
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prirodnom okolišu, ali i razvoja održivog uzgoja u akvakulturi (Barton, 2002; Barton i 
Iwama, 1991; Ferrara i sur., 2010; Rooker i sur., 2007). 
 
1.1. Svrha istraživanja 
 
Svrha ovog istraživanja je pridonijeti poznavanju populacijske genetike atlantske 
plavoperajne tune T. thynnus ulovljene u Jadranskom moru, kao i utjecaju uzgojnog ciklusa 
na prisutnost pojedinih alela u populaciji i posljedično preživljavanje ove vrste. Razvojem i 
optimizacijom nove skupine mikrosatelitskih biljega za genotipizaciju lokusa koji se nalaze 
u, ili u blizini kodirajućih regija gena povezanih s imunološkim sustavom i odgovorom na 
stres, dat će se znanstveni doprinos poznavanju populacijske genetike atlantske plavoperajne 
tune u kaveznom uzgoju.  
 
1.2. Cilj istraživanja  
 
Cilj ove disertacije je razviti i optimizirati nove potencijalno informativne 
mikrosatelitne biljege u, ili u blizini kodirajućih regija gena povezanih s imunološkim i 
staničnim sustavom aktivnog transporta, te pomoću njih istražiti moguće razlike u 
genotipovima divljih juvenilnih jedinki atlantske plavoperajne tune koje ulaze u kavezni 
uzgoj i jedinki koje prežive do kraja uzgojnog ciklusa u Jadranskom moru. 
Nadalje, pomoću novih mikrosatelitnih biljega cilj je utvrditi potencijalne biljege koji bi 
mogli poslužili za otkrivanje jedinki u novoulovljenoj populaciji juvenilnih tuna iz 
Jadranskog mora sklonijih slabijem odgovoru na stres tijekom uzgojnog ciklusa. 
 
1.3. Opseg rada 
 
Istraživanje je provedeno na 334 uzorka atlantske plavoperajne tune iz dva uzastopna 
uzgojna ciklusa na uzgajalištu u blizini južne strane otoka Brača u središnjem dijelu 
Jadranskog mora. Također u ovom istraživanju je razvijeno i na uzorkovanim jedinkama tune 
testirano 25 mikrosatelitnih lokusa.  
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1.4.  Metode rada 
U istraživanju je korištena genotipizacija mikrosatelitnih lokusa što je standardna 
metoda za istraživanje genetičke raznolikosti. 
Mikrosateliti ili jednostavni ponavljajući sljedovi (engl. Simple Sequence Repeats; SSRs) su 
sveprisutni oblik ponavljajuće DNA u eukariotskom i prokariotskom genomu, a zbog 
mogućnosti brze i jednostavne amplifikacije PCR reakcijom (engl. Polymerase Chain 
Reaction) (Chistiakov i sur., 2006; Li i sur., 2002) koriste se u raznim područjima genetičkih, 
ekoloških i medicinskih istraživanja (Antoniou i sur., 2017; Broughton i Gold 1997; Carlsson 
i sur., 2004, 2007; Chistiakov i sur., 2006; Riccioni i sur., 2010a i b, 2013, 2017). Nalaze se u 
kodirajućim i nekodirajućim regijama DNA i obuhvaćaju veliki udio genetičkog materijala. 
Iako se većinom smatraju evolucijski neutralnim biljezima (Li i sur., 2002) mogu biti 
povezani s kodirajućim regijama gena, poput EST-SSR (engl. Expressed Sequence Tag-
Simple Sequence Repeat) biljega, pa njihovi polimorfizmi mogu imati utjecaj na ekspresiju 
funkcionalnih gena, a time i na fitness jedinki povezan s pripadajućim svojstvima (Chistiakov 
i sur., 2006; Li i sur., 2011; Vasemägi i sur., 2005). EST (engl. Expressed Sequence Tags) 
mogu sadržavati brojne mikrosatelite (Ellis i Burke, 2007). To su mali dijelovi DNA sljedova 
koji se dobiju sekvenciranjem jednog ili oba kraja eksprimiranog gena. Razvoj 
mikrosatelitnih biljega iz EST pokazao se kao moguća opcija za dobivanje visokokvalitetnih 
biljega (Gupta i sur., 2003) koji su mnogo očuvaniji unutar taksonomskih granica nego što su 
to neutralni mikrosateliti, stoga se sve češće koriste u genetičkim istraživanjima (Agostini i 
sur., 2013; Ellis i Burke, 2007; Vasemägi i sur., 2005).  
U ovom istraživanju su odabrani mikrosateliti razvijeni na kalupu EST sljedova iz 
prethodno razvijene normalizirane cDNA (engl.  complementary DNA) knjižnice tkiva T. 
thynnus u Laboratoriju za akvakulturu, Instituta za oceanografiju i ribarstvo u Splitu 
(Trumbić, 2015). Izbor je napravljen prema funkcionalnom opisu sljedova gena na kojima je 
pronađen mikrosatelitni motiv, a koji se mogu dovesti u vezu s različitim vidovima 
imunološkog i staničnog sustava aktivnog transporta kod tune kao nemodelnog organizma, te 
otpornošću na uvjete stresa.  
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2. LITERATURNI PREGLED 
 
U svjetskim morima žive tri vrste plavoperajne tune: atlantska plavoperajna tuna 
(Thunnus thynnus) koja nastanjuje područje Atlantskog oceana i Sredozemno more; pacifička 
plavoperajna tuna (Thunnus orientalis) koja nastanjuje sjeverni dio Tihog oceana, ali zalazi i 
u južni dio Tihog oceana, pred obale zapadne Australije i Papuanski zaljev; te južna 
plavoperajna tuna (Thunnus maccoyii) koja nastanjuje južni dio Tihog, Atlantskog i Indijskog 
oceana (Slika 1; Tablica 1).  
 
 
                 
 
Slika 1. Vrste plavoperajnih tuna: a) atlantska plavoperajna tuna (Thunnus thynnus); b) 
pacifička plavoperajna tuna (Thunnus orientalis); c) južna plavoperajna tuna (Thunnus 
maccoyii) (izvor: www.fishbase.org; www.efishalbum.com). 
 
 
 
 
 
 
 
b) 
a) 
c) 
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Tablica 1. Geografski raspon, biološke osobitosti i status zaštite Međunarodne unije za 
očuvanje prirode (engl. The International Union for Conservation of Nature; IUCN) tri vrste 
plavoperajne tune (izvor: www.fishbase.org) 
 
Vrsta Geografski raspon 
Raspon 
dubine 
Dužina 
tijela 
Masa Dob 
IUCN Status 
zaštite 
Atlantska 
plavoperajna 
tuna (Thunnus 
thynnus) 
 
0-985 
m 
458 
cm 
684 
kg 
32 
godine 
Ugrožena 
(engl. 
endangered) 
Pacifička 
plavoperajna 
tuna (Thunnus 
orientalis) 
 
1-200 
m 
300 
cm 
450 
kg 
15 
godina 
Ranjiva 
(engl. 
vunerable) 
Južna 
plavoperajna 
tuna (Thunnus 
maccoyii) 
 
50-
2743 m 
245 
cm 
260 
kg 
20 
godina 
Kritično 
ugrožena 
(engl. 
critically       
endangered) 
 
 
2.1. Sistematika atlantske plavoperajne tune Thunnus thynnus 
 
Carstvo: Animalia 
Koljeno: Chordata 
Potkoljeno: Vertebrata 
Nadrazred: Gnathostomata 
Razred: Actinopterygii 
Red: Perciformes  
Podred: Scombroidei 
Porodica: Scombridae 
Rod: Thunnus 
Vrsta: Thunnus thynnus (Linnaeus, 1758) 
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2.2.  Rasprostranjenost atlantske plavoperajne tune Thunnus thynnus 
 
Atlantska plavoperajna tuna je rasprostranjena u zapadnom dijelu Atlantskog oceana 
od obala Kanade, Meksičkog zaljeva, Kariba do Venezuele i Brazila, te u istočnom dijelu 
Atlantskog oceana od obala Norveške do Kanarskih otoka, uključujući Sredozemno more i 
južni dio Crnog mora (Tablica 1). Duž tog područja migrira desetke tisuća kilometara, 
prvenstveno u svrhu reprodukcije i potrage za hranom (Slika 2) (Abascal i sur., 2016; Block, 
2001; Fromentin i Powers, 2005; Reeb, 2010; Rooker i sur., 2007; Taylor i sur., 2011; 
Vanderlaan i sur., 2014). Juvenilne jedinke se najčešće kreću u jatima u plićim područjima 
(epipelagijal), dok adultni primjerci zaranjaju u dublja i hladnija područja (mezopelagijal) 
(Brill i sur., 1999; Ottolenghi, 2008). 
Populacije unutar Atlantskog oceana su podijeljene na dva stoka (istočni i zapadni 
stok) pomoću 45º meridijana, temeljem različite dobi postizanja spolne zrelosti, odvojenog 
područja mrijesta, genetičke diferencijacije i ponašanja (Boustany i sur., 2008; Carlsson i 
sur., 2004; 2007; Fromentin, 2009; Fromentin i Powers 2005; Riccioni i sur., 2010b; Viñas i 
sur., 2011). 
 
 
Slika 2. Područje rasprostranjenosti atlantske plavoperajne tune T. thynnus u Atlantskom 
oceanu (svijetloplavo područje), područja mrijesta (narančasto - zapadni stok, modro - istočni 
stok), crta odvajanja dva stoka 45º meridijanom (žuta isprekidana linija) i migracijski putevi 
(smeđe strelice) (izvor: www.pewtrusts.org). 
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2.3.  Biološko-ekološke osobine atlantske plavoperajne tune Thunnus thynnus 
 
Atlantska plavoperajna tuna je jedna od najvećih koštunjavih riba budući da može 
dostići dužinu do 3 m, iako najčešće dostiže od 0,5 do 2 metra. Može težiti i do 680 kg te 
doživjeti dob od 40 godina. U odrasloj dobi rast u dužinu se usporava, dok se masa povećava 
(Api i sur., 2018; Corriero i sur., 2005; Cort i sur., 2013; Neilson i Campana, 2008; 
Santamaria i sur., 2009). Juvenilne jedinke nakon godinu dana dostižu masu od oko 4 kg i 
dužinu od oko 60 cm, tune otprilike 10 godina starosti imaju masu od oko 150 kg i dužinu od 
oko 200 cm, dok tune starosti 20 godina imaju masu i do 400 kg te dužinu od 300 cm 
(Fromentin i Powers, 2005). U literaturi je zabilježeno da zapadni stok raste brže nakon 
dostizanja spolne zrelosti i dostiže veće dužine od istočnog stoka, te da mužjaci rastu brže od 
ženki pa su proporcionalno češći u ulovu (ICCAT, 2017).  
Tuna ima snažno mišićavo tijelo vretenastog oblika, tamno plave boje s leđne, te srebrnkaste 
s trbušne strane, očima u ravnini s tijelom, adipoznim kapcima, te nizom malih perajica s 
gornje i donje strane repne peraje koje joj služe za održanje stabilnosti i smanjenje 
turbulencija prilikom plivanja. Bočna pruga je uočljiva i proteže se duž čitavog tijela. Leđne 
peraje su razdvojene uskim prostorom, prva je dugačka i trokutasta, a druga kratka i 
zašiljenog vrha. U prednjoj leđnoj peraji se nalazi 12 do 15 tvrdih žbica, a u drugoj jedna 
tvrda i 13 mekanih. Prsne peraje su duže od trbušnih, a repna peraja je u obliku polumjeseca i 
istih dužina na oba kraja. Zubi su maleni i konični, poslagani u jedan red s obje strane čeljusti 
(Jardas, 1996).  
Tuna je „savršeni stroj za plivanje” i spada među najbrže ribe u moru jer prilikom plivanja u 
potrazi za hranom može razviti veliku brzinu te roniti na velikim dubinama (Kitagawa i sur., 
2004). Kreće se tuniformnim načinom plivanja koje karakterizira minimalno bočno 
pomicanje tijela, te snažne oscilacije repne peraje (Katz i sur., 2001; Shadwick i Syme 2008; 
Syme i Shadwick, 2002). Ima relativno mali plivaći mjehur stoga stalno mora biti u pokretu 
kako nebi tonula. To joj omogućava viša stopa aerobnog metabolizma u čemu joj za unošenju 
dovoljne količine kisika pomaže velika površina škrgi i njihov tanki epitel. Nije u mogućnosti 
koristiti kontrakcije škržnih mišića operkuluma za izbacivanje vode kroz škrge, stoga se 
koristi „ram” ventilacijom (kontinuiranim protokom vode kroz otvorena usta i škrge) koja je 
energetski isplativija (Wegner i sur., 2013). Također, ima veliko i jako srce koje sudjeluje u 
prijenosu kisika u tkiva održavajući visoki krvni tlak i minutni volumen koji može biti i do tri 
puta veći nego kod ostalih vrsta riba (Blank, 2004; Brill i Bushnell, 2001; Korsmeyer i 
Dewar, 2001). 
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Glavnu masu mišića tvori veliki postrani mišić koji se prostire s obje strane tijela od glave do 
repa. On se sastoji od mišićnih ploča (miomera) koje tvore oblik slova W i mišićnih septa 
(miosepta). Mišići se dijele na bijele (siromašni sarkoplazmom, male gustoće vlakana, slabe 
prokrvljenosti, za snažno kratkotrajno plivanje i anaeroban rad) i crvene (nalaze se površinski 
i postrano, bogati sarkoplazmom, velike gustoće vlakana, prokrvljeni, za neprekidne plivaće 
kontrakcije i aeroban rad). Crveni mišići su povezani s krvožilnim protustrujnim sustavom 
(lat. rete mirabile) koji djeluje kao regulator topline omogućavajući metabolički aktivnim 
tkivima da se zagriju iznad temperature okolne vode. Krvne žile kojima prolazi topla krv 
mogu prenijeti toplinu na hladnu krv koja dolazi iz škrga i dostavlja kisik u mišiće za plivanje 
(Blank i sur., 2007; Collette i sur., 2001; Helfman i sur., 2009; Munday i sur., 2003). Ovakav 
specifičan način termoregulacije pruža tuni mogućnost podnošenja ekstremnih promjena 
temperatura tijekom potrage za plijenom u hladnijim i dubljim područjima, te doprinosi 
sposobnosti prekooceanskih migracija duž Atlantskog oceana (Blank, 2004; Block, 2001; 
Carey i Teal, 1969; Fromentin i Powers, 2005). 
 
2.3.1. Ishrana atlantske plavoperajne tune Thunnus thynnus 
 
Kao mnoge morske ribe, ličinke atlantske plavoperajne tune se hrane malim 
zooplanktonom (kopepodima i nauplijima kopepoda), ličinkama drugih riba, ali mogu biti 
sklone i kanibalizmu (Laiz-Carrión i sur., 2015; Llopiz i sur., 2015; Uriarte i sur., 2018). 
Kopepodi su veoma važni za zdravi razvoj ličinki tuna zbog svoje sposobnosti sinteze visoko 
nezasićenih masnih kiselina iz algi koje konzumiraju (Ajiboye i sur., 2010). Juvenilne i 
adultne tune su većinom predatori. Ishrana im se sastoji najvećim dijelom od male pelagične 
ribe poput srdele Sardina pilchardus, srdele goleme Sardinella aurita, papaline Sprattus 
sprattus, inćuna Engraulis encrasicolous, haringe Clupea harengus, ali i od glavonožaca i 
rakova (Battaglia i sur., 2013; Fromentin i Powers, 2005; Karakulak i sur., 2009; Sarà i Sarà, 
2007; Sorell i sur., 2017; Uotani i sur., 1990; Varela i sur., 2014). U blizini obale se hrane i 
morskim zvjezdačama, kelpom i manjim obalnim vrstama riba. Način lova je različit za svaki 
pojedini plijen, npr. metoda ulova male plave ribe je zalijetanjem u njihova jata izazivajući 
im dezorijentaciju, a zatim ih naglim ubrzanjima ulove.  
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2.3.2. Razmnožavanje atlantske plavoperajne tune Thunnus thynnus 
 
Atlantska plavoperajna tuna je oviparna i iteroparna vrsta (Corriero i sur., 2005; 
Heinisch i sur., 2014; Schaefer, 2001). Spolno zrele jedinke se svake godine okupljaju u 
područjima pogodnim za mrijest kada temperatura mora poraste na oko 24 °C (Block i sur., 
2005; Schaefer, 2001). Oplodnja se događa neposredno u morskom stupcu, ikra je pelagična i 
promjera 1-1,2 mm, a ličinke veličine 3-4 mm izvale se nakon nekoliko dana. One sadrže 
žumanjčanu vrećicu i relativno nerazvijen oblik tijela. Sadržaj žumanjčane vrećice se potroši 
u roku od nekoliko dana, a zatim se počinju samostalno hraniti (Fromentin i Powers, 2005). 
Fekunditet tune je izrazito velik; svaka spolno zrela ženka može ispustiti 10-30 milijuna jaja, 
međutim postotak preživljavanja embrija do odraslog stadija je veoma nizak (Aranda i sur., 
2013).  
Postizanje spolne zrelosti i sazrijevanje jaja i ličinki ovisi o području mrijesta i okolišnim 
čimbenicima poput temperature mora, strujanja, intenziteta svjetlosti i duljine dana (Masuma 
i sur., 2011; Reglero i sur., 2018). Tune u istočnom dijelu Atlantskog oceana i u 
Sredozemnom moru dostižu spolnu zrelost u dobi od oko 4 godine kada dostignu dužinu 110-
120 cm i masu od 30-35 kg, dok u zapadnom dijelu Atlantskog oceana postaju spolno zrele 
mnogo kasnije, u dobi od 6-8, te čak i do 11 godina starosti kada dostignu dužinu od oko 200 
cm i masu od oko 150 kg (Block i sur., 2005; Corriero i sur., 2003, 2005; Dickhut i sur., 
2009; Heinisch i sur., 2015). Kod srodnih vrsta poput pacifičke plavoperajne tune (T. 
orientalis) i južne plavoperajne tune (T. maccoyii) zabilježena je slična dob spolne zrelosti 
kao i kod zapadnog stoka atlantske plavoperajne tune (Caton, 1991; Schaefer, 2001).  
Mrijest se odvija u 2 područja; u Meksičkom zaljevu u razdoblju između travnja i lipnja kada 
se površinska temperatura kreće između 22,6-27,5 °C, te u Sredozemnom moru u razdoblju 
između lipnja i kolovoza kada se površinska temperatura mora kreće između 22,5-25,5 °C 
(Boustany i sur., 2008; Cermeño i sur., 2015; Collette i sur., 2011; Corriero i sur., 2003; 
Ravier, 2001; Richardson i sur., 2016; Rooker i sur., 2007). U Sredozemnom moru zabilježen 
je mrijest u nekoliko područja; u središnjem dijelu (područje Balearskih otoka i Tirensko 
more) tijekom lipnja i srpnja te u istočnom dijelu (Levantinsko more) gdje se odvija nešto 
ranije, tijekom svibnja i lipnja (Boustany i sur., 2008; Corriero i sur., 2003, 2005; Gordoa i 
sur., 2009; Heinisch i sur., 2014; Medina i sur., 2002; Oray i Karakulak, 2005; Viñas i sur., 
2011).  
Tijekom prošlog desetljeća nekoliko puta je zabilježen spontani mrijest tune u kavezima 
uzgajališta duž Sredozemnog mora uključujući i Jadransko more, međutim tek se korištenjem 
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molekularnih metoda potvrdilo da su ličinke uzorkovane u kavezima u uzgajalištu tune zaista 
jedinke T. thynnus budući da se uobičajena prijašnja karakterizacija ličinki i juvenilnih 
jedinki većinom temeljila na morfološkoj identifikaciji (Džoić i sur., 2017; Gordoa i sur., 
2009; Grubišić i sur., 2013; Medina i sur., 2016; Puncher i sur., 2015). Glavni okidač za 
mrijest tuna je nagli porast temperature na oko 24 °C (Schaefer, 2001), što je u Jadranskom 
moru zbog njegove plitkosti česta pojava tijekom ljetnih mjeseci (Lionello i sur., 2012; 
Lipizer i sur., 2014; Shaltout i Omstedt, 2014). 
 
2.4.  Regulacija ribolova i uzgoja atlantske plavoperajne tune Thunnus thynnus 
 
Atlantski ocean u kojem obitavaju atlantske plavoperajne tune je pod nadležnošću 
različitih država, a veliki udio obuhvaćaju i međunarodne vode, stoga je za učinkovitu zaštitu 
ove vrste bilo potrebno uspostaviti organizaciju čija bi uloga bila koordiniranje i razmjena 
znanstvenih i ribolovnih podataka. U tu svrhu je 1969. godine u Rio de Janieru osnovana 
Međunarodna komisija za očuvanje i zaštitu atlantskih tuna (engl. The International 
Commission for the Conservation of Atlantic Tunas - ICCAT) čija je glavna zadaća očuvanje 
i kontrola izlova atlantske plavoperajne tune i ostalih migratornih vrsta u Atlantskom oceanu, 
Sredozemnom moru te pripadajućim rubnim morima.  
Djelovanje ICCAT-a obuhvaća niz aktivnosti, npr. provođenje istraživanja koja uključuju 
oceanografiju, biometriju i ekologiju s naglaskom na utjecaj ribolova na gustoću stokova u 
prirodi, prikupljanje i statističku analizu podataka o stanju ribljih fondova u područjima 
nadležnosti, te prikupljanje podatka o prilovu ulovljenom prilikom lova tune, a koji nije 
predmet interesa drugih međunarodnih ribarskih udruženja. Jedna od najvažnijih djelatnosti 
je nadzor stokova tune te propisivanje različitih mjera upravljanja ovom vrstom, među kojima 
su najznačajnije izlovne kvote. Kvote se odnose na maksimalne dopuštene ulovne veličine u 
tonama i dodjeljuju se od 1982. godine jednom godišnje, za svaku državu članicu zasebno, na 
temelju znanstvenih podataka, ali i povijesnih podataka o ulovu i ribolovnoj floti, te se 
propisuju za svaki ribolovni alat posebno. Države koja nisu članice ICCAT-a tunu ne smiju 
loviti, uzgajati i stavljati u promet. Kvote nisu vezane za teritorijalno more pojedinih članica, 
već za same brodove što znači da brodovi mogu loviti bilo gdje u području nadležnosti 
ICCAT-a, dok su unutar kvote matične države. Osim kvota, ICCAT propisuje i vrijeme 
lovostaja, minimalne ulovne veličine, način uporabe ribolovnih alata, te način praćenja i 
prikupljanja podataka o ulovu, nasadu, uzgoju i trgovini tunom. Sve te mjere se mijenjaju 
tijekom godina na temelju podataka dobivenih znanstvenim istraživanjima koja pokazuju da 
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se stokovi postepeno oporavljaju (Karakulak i sur., 2016), ali u većini država minimalna 
veličina ulovnih jedinki je ograničena na masu od 30 kg i veličinu od 115 cm dužine. Za 
razliku od ostalih država u Sredozemnom moru te činjenice da je Jadransko more specifično 
područje u koje zalaze manji primjerci tune prvenstveno radi hranjenja malom plavom ribom, 
ICCAT je 2006. godine Republici Hrvatskoj odobrio ulov tune minimalne ulovne mase od 8 
kg, te minimalne izlovne mase od 30 kg (Mylonas i sur., 2010; Katavić i sur., 2003). Ta 
ulovna masa vrijedi samo za potrebe uzgoja te su ribari zakonski obavezni prehranjivati 
nedorasle jedinke dok ne dostignu prosječnu masu od minimalno 30 kg. Za postizanje 
navedenog potrebno je najmanje 18 mjeseci, stoga prosječan uzgoj tune u Republici 
Hrvatskoj traje dvije do tri godine (Mylonas i sur., 2010; Ottolenghi, 2008). 
Kavezni uzgoj je primarno ribarska djelatnost kojom se proizvodi hrana, obavlja se na 
pomorskom dobru te je potrebna koncesija za gospodarsko korištenje pomorskog dobra za 
djelatnost uzgoja koja se dobiva od Ministarstva mora, prometa i infrastrukture. Budući da 
hrvatsko teritorijalno more pripada Sredozemnom moru i Atlantskom oceanu u njemu se 
može uzgajati samo atlantska plavoperajna tuna koja u to područje dolazi isključivo radi 
hranjenja. Ribolov i uzgoj tune je reguliran nizom zakonskih propisa od kojih je najvažniji 
Pravilnik o ulovu, uzgoju i prometu tune (T. thynnus), igluna (Xiphias gladius) i iglana 
(Tetrapturus belone). Tim pravilnikom se u svrhu racionalnog gospodarenja i zaštite tune 
propisuje državna ulovna kvota, ukupna izlovna kvota te dopuštena izlovna kvota tuna po 
pojedinim oblicima ribolova i ribolovnim alatima; zatim mjere obavljanja ribolova, 
dozvoljeni alati i oprema; mjere upravljanja kapacitetom ribolovne flote za ulov; vremenska 
zabrana korištenja pojedinih ribolovnih alata, minimalna ulovna veličina; način obavljanja 
sportskog ribolova tune (T. thynnus), igluna (X. gladius) i iglana (T. belone); način obavljanja 
rekreacijskog ribolova tune (T. thynnus), igluna (X. gladius) i iglana (T. belone); način 
obavljanja radnji prebacivanja, prekrcavanja, stavljanja ribe u kaveze, izlova i iskrcaja; 
dozvoljen ukupni uzgojni kapacitet; dozvoljena ukupna ulazna količina tuna u uzgajališta; 
mjere obavljanja uzgoja; obveze izvještavanja te dostava podataka o ulovu, prebacivanju, 
prekrcaju, iskrcaju i uzgoju; evidencija ulova i unakrižna provjera podataka; upotreba sustava 
praćenja plovila; program promatrača na ribarskim plovilima i uzgajalištima, te tržišne mjere 
(NN 4/2017). U pravilniku su također navedeni propisi o vremenu i načinu ribolova, te upute 
ovlaštenicima povlastice za uzgoj. Izlov se obavlja nakon dostizanja tržišno prihvatljive 
cijene i veličine ribe, o čemu su ovlaštenici povlastice za uzgoj tune dužni prije planiranog 
provođenja izlova obavijestiti nadležno ministarstvo. Izlov tuna s uzgajališta, njihov prekrcaj 
na plovilo za preradu i prijevoz, te ispravnost i usklađenost svih radnji i dokumentacije 
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kontrolira ribarska inspekcija. Tijekom izlova, u svrhu dobivanja podataka o dužini i masi 
tuna izlovljenih iz svih instalacijskih kaveza, provodi se znanstveno uzorkovanje 100 jedinki 
za svakih 100 tona žive tune, odnosno 10% od ukupnog broja tuna u pojedinom uzgojnom 
kavezu (NN 4/2017). 
 
2.4.1. Kavezni uzgoj atlantske plavoperajne tune Thunnus thynnus 
 
Akvakultura je kontrolirani uzgoj vodenih organizama (FAO, 2009). Jedna je od 
najbrže rastućih aktivnosti u proizvodnji hrane u posljednjih nekoliko godina koja čini skoro 
polovicu svjetske opskrbe vodenim organizmima za ljudsku prehranu. Marikultura, kao dio 
akvakulture, podrazumijeva kontrolirani uzgoj riba, rakova, mekušaca i vodenoga bilja u 
morskoj ili bočatoj vodi. Odvija se u bazenima, plutajućim kavezima ili drugim uzgojnim 
instalacijama koje se smještaju u zaštićene dijelove priobalnoga mora. U Republici Hrvatskoj 
uključuje uzgoj bijele i plave ribe i školjkaša. Najznačajnije vrste morskih riba u uzgoju su 
lubin (Dicentrarchus labrax), komarča (Sparus aurata) i atlantska plavoperajna tuna (T. 
thynnus), a od školjkaša modra dagnja (Mytilus galoprovincialis) i plosnata kamenica (Ostrea 
edulis). Od ostalih vrsta u uzgoju značajne su Jakobova kapica (Pecten jacobaeus), hama 
(Argyrosomus regius), pic (Diplodus puntazzo), zubatac (Dentex dentex), pagar (Pagrus 
pagrus) i romb (Scophthalmus maximus) (www.mps.hr). 
Atlantska plavoperajna tuna spada u iznimno važne riblje vrste u gospodarstvu te se 
lovi stoljećima zbog svog ukusnog i hranjivog mesa. Meso joj obiluje skupinama tvari 
potrebnih ljudskom organizmu poput nezasićenih masnih kiselina (omega-3 masne kiseline), 
proteina, esencijalnih aminokiselina, vitamina, te elemenata fluora, natrija, kalcija i joda. 
Smatra se da konzumacija ove namirnice pogoduje reduciranju masnoće u krvi, sprečavanju 
bolesti kardiovaskularnog sustava, pomoći u prevenciji nastanka tumora i općenito pridonosi 
boljem zdravstvenom stanju organizma (Garaffo i sur., 2011; Mozaffarian i sur., 2003; Özden 
i sur., 2018). 
Kavezni uzgoj tune ima dva oblika: 
a) uzgoj temeljen na ribolovu 
b) uzgoj temeljen na induciranom mrijestu 
 
a)  Uzgoj tune temeljen na ribolovu je najstarija i najzastupljenija metoda. Osniva se na 
principu da se juvenilni primjerci tune ulove u svom prirodnom staništu mrežama 
plivaricama i transportiraju u instalacijske kaveze gdje se hrane (tove) s ciljem povećanja 
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mase (prirasta) do zadovoljavajuće tržišne mase i kvalitete mesa (Giménez-Casalduero i 
Sánchez-Jerez, 2006; Mylonas i sur., 2010; Ottolenghi, 2008).  
Ovim načinom kaveznog uzgoja tune u Jadranskom moru se započelo 1996. godine od strane 
povratnika iz Australije, temeljem iskustva uzgoja južne plavoperajne tune (T. maccoyii) 
(Katavić i sur., 2003; Miyake i sur., 2003). Danas u Republici Hrvatskoj djeluje nekoliko 
uzgajališta na području Zadarske i Splitsko-dalmatinske županije te ova grana gospodarstva 
ima važan socio-ekonomski značaj, posebice u otvaranju novih radnih mjesta, obnovi 
ribarske flote, izgradnji kopnene ribarske infrastrukture i logistike, te razvoju pratećih 
djelatnosti vezanim uz nabavu hrane.  
Ova metoda uzgoja se sastoji od nekoliko faza:  
1) Ribolov - nabava nasadnog materijala 
Ribolov se obavlja posebno opremljenim brodovima - tunolovcima plivaričarima. Potrebno je 
prvo otkriti jata tuna u otvorenom moru te ih uz pomoć radne brodice (engl. skiff) kojoj je 
svrha pridržavanje jednog kraja mreže dok plivarica otpuštajući mrežu okružuje jato, uloviti i 
prebaciti u transportne kaveze. 
2) Prijevoz ulovljenih tuna do uzgajališta 
Nakon otkrivanja, ulova i prebacivanja u transportne kaveze, tune se tegljačem polagano 
dovlače do instalacijskih kaveza uzgajališta. Transportni kavezi su armirane konstrukcije s 
plutajućim elementima povezane s brodom konopom dužine 150-200 m, kako bi se smanjila 
naprezanja u plovidbi. Brod koji vuče transportni kavez mora se kretati vrlo sporo, brzinom 
od 1 do najviše 1.5 čvora (Nm/h), pa transport do uzgajališta zna potrajati i do nekoliko 
tjedana.  
3) Uzgoj tuna u instalacijskim kavezima 
Nakon prebacivanja tune iz transportnih kaveza u instalacijske kaveze u uzgajalištu slijedi 
najvažniji dio uzgoja. Vizualnom procjenom ronioca određuje se količina nasadnog 
materijala, tj. broj ulovljenih jedinki, te njihova dužina i masa. Instalacijski uzgojni kavezi su 
plutajući kavezi pučinskog (engl. offshore) tipa koji mogu izdržati snažne nalete valova i 
vjetra. Osnovni parametri na temelju kojih se određuje potrebna površina za uzgajanje 
određene mase tuna su dubina područja uzgajališta, dubina kaveza za uzgoj, trajanje 
uzgojnog ciklusa i tehnika sidrenja. Nadalje, potrebno je odabrati miran položaj udaljen od 
obale, s malim prometom plovila i ostalim potencijalno uznemirujućim aktivnostima te sa što 
boljom kakvoćom vode i bogato prirodnom hranom. Uz pravilan odabir osobitosti kaveza 
(oblik, veličina i dubina) sve navedeno utječe na bolji prirast, konverziju hrane, smanjenje 
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stresnih uvjeta i smrtnosti tijekom uzgojnog ciklusa (Katavić i sur., 2016; Ottolenghi, 2008; 
Tsuda i sur., 2012). 
U uzgajalištima se juvenilne jedinke tune hrane do sitosti nekoliko puta dnevno svježom i 
odmrznutom malom plavom ribom, glavonošcima, rakovima te haringama iz uvoza u 
razdoblju od šest mjeseci do tri godine, tj. do postizanja željene konzumne veličine i mase 
(Buentello i sur., 2016). Dnevna količina hrane koju ribe pojedu ovisi o uzrastu, planskim 
ciljevima uzgajivača i vanjskim okolišnim uvjetima, pogotovo temperaturi. Konzumacija 
hrane se najbolje odvija u ljetnim mjesecima te se smanjuje s opadanjem temperature mora 
(Claireaux i Lagardère, 1999; Klinger i sur., 2016). Vremenska duljina uzgoja ovisi o 
početnoj masi ribe, zahtjevima i cijeni na tržištu, a naročito o veličini ulovne kvote jer kako 
se smanjuje kvota, vrijednost ribe raste.  
4) Izlov uzgojne tune i priprema za tržište  
Nakon određenog perioda uzgoja slijedi zadnji dio uzgojnog ciklusa. Najveći dio uzgojene 
tune je namijenjen japanskom tržištu gdje se tuna konzumira sirova, stoga su zahtjevi 
kakvoće mesa veoma visoki. Usmrćivanje ribe treba obaviti brzo, humano i učinkovito, bez 
izazivanja stresa ili umaranja tune kako bi se minimalizirala koncentracija mliječne kiseline u 
tkivu koja mesu daje „izgoreni“ okus i znatno snižava cijenu na tržištu. Mliječna kiselina 
nastaje kada se tuna „bori“ prije smrti zbog prenapučenosti u lovnim mrežama jer tada nema 
mjesta za plivanje i ne može dobiti odgovarajuću količinu kisika. Postoji nekoliko načina 
izlova, a izbor ovisi o veličini riba. U hrvatskim uzgajalištima se primjenjuje „Tanguchijeva 
ili Iki-jime metoda“ koja započinje sakupljanjem jata riba uz bok broda, te se pomoć ronioca 
svaka jedinka dovodi do platforme gdje je radnici s broda preuzimaju i uz pomoć kuke 
izvlače na brod. Na brodu slijedi postupak uništavanja mozga i leđne moždine tune ubodom 
pomoću metalnog šiljka u čeonu kost, te uvlačenjem čelične sonde dužine 1 m čime se 
uništava središnji živčani sustav, što uzrokuje momentalnu smrt. Ova metoda se smatra 
najhumanijom, a njenom primjenom kvaliteta mesa ostaje na najvišoj razini. Nakon 
usmrćivanja presijecaju se lateralne arterije s ciljem odstranjivanja krvi jer ona smanjuje 
kvalitetu mesa i rok uporabe tune kao proizvoda. Potom se vadi utroba, uklanjanju škrge te se 
riba smrzava i prebacuje u japanske brodove hladnjače ili odvozi u riboprerađivačke tvrtke na 
daljnju obradu (Blanc i sur., 2005; Mylonas i sur., 2010; Ottolenghi, 2008). 
 
b)  Uzgoj temeljen na umjetnom (induciranom) mrijestu ne koristi roditeljske populacije tuna 
ulovljene u divljini nego se, imitirajući uvjete u prirodi, tune navodi na mrijest u kavezima i 
tako zatvora krug uzgoja. To je relativno nova metoda koja pokazuje veliki potencijal za 
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smanjenje ribolovnog pritisaka na prirodne populacije i zadovoljavanje rastućeg tržišta sushi i 
sashimi delikatesa, ali zahtjeva značajna novčana sredstva i još mnogo istraživačkog rada 
prvenstveno zbog složenih reprodukcijskih osobina tune (Masuma i sur., 2011; Ortega i sur., 
2013; Purcell i sur., 2013). 
Prve pokušaje umjetnog mrijesta pacifičke plavoperajne tune započeli su znanstvenici na 
japanskom sveučilištu Kindai University 1970-ih godina, ali su u početku sva oplođena jaja i 
embriji ugibali unutar par tjedana. Nakon niza godina pokušaja, znanstvenici su 2002. godine 
uspjeli potpuno zatvoriti životni ciklus i uzgojiti ličinke od odrasle umjetno uzgojene 
pacifičke plavoperajne tune (Kato i sur., 2008; Masuma i sur., 2008, 2011; Sawada i sur., 
2005). Posljednjih godina je proizvodnja u ovom sektoru akvakulture u stalnom porastu 
budući da japanski znanstvenici uspijevaju prevladati većinu izazova na ovom području s 
kojima se suočavaju ostala uzgajališta diljem svijeta. Međutim, još uvijek je stopa uginuća 
ličinki vrlo visoka, a glavni razlozi su stres, pothranjenost uslijed loše palatabilnosti hrane, 
kanibalizam, ozlijede kralježnice i kože uslijed sudaranja sa stijenkama bazena te 
nemogućnost proizvodnje dovoljnog broja kopepoda za prehranu ličinačkih stadija tune 
(Benetti i sur., 2016; De Metrio i sur., 2010; Higuchi i sur., 2013; Honryo i sur., 2013; 
Kadota i sur., 2016; Masuma i sur., 2008, 2011; Miyashita i sur., 2000; Patridge i sur., 2013; 
Sabate i sur., 2010; Sawada i sur., 2005). 
Istraživanja umjetnog mrijesta kod atlantske plavoperajne tune su započela mnogo kasnije u 
Španjolskoj, Malti, Grčkoj, Hrvatskoj, Egiptu i Turskoj projektima Europske unije: DOTT, 
REPRODOTT, SELFDOTT i TRANSDOTT (Miyake i sur., 2003; Mylonas i sur., 2010; 
Zohar i sur., 2016). Prvi projekt DOTT (engl. Domestication of Thunnus Thynnus; 2001-
2002) je imao za cilj razviti strategiju za provođenje zatvorenog ciklusa uzgoja atlantske 
plavoperajne tune u Europi. Projektom REPRODOTT (engl. Reproduction of the Blueﬁn 
Tuna in Captivity - Feasibility Study for the Domestication of Thunnus thynnus; 2003-2005) 
se istraživala mogućnost reprodukcije tuna u zatočeništvu, projekt SELFDOTT (engl. From 
Capture-based to Self-sustained Aquaculture and Domestication of Blueﬁn Tuna, Thunnus 
thynnus; 2008-2011) je bio usmjeren na razvoj protokola za uzgoj hrane za ličinački stadij, a 
TRANSDOTT (engl. Translation of Domestication of Thunnus thynnus into an Innovative 
Commercial Application; 2012-2014) je obuhvatio rezultate iz prijašnjih projekata kako bi 
razvio smjernice za komercijalno isplativ uzgoj tune na ovaj način (Böttcher, 2014; De la 
Gandara i sur., 2010; Ortega i sur., 2013). Međutim, unatoč značajnim uspjesima 
znanstvenika koji su uspjeli dobiti ličinke tune u zatvorenom ciklusu, do danas još ovakav 
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način uzgoja nije u potpunosti komercijalno isplativ (Benetti i sur., 2016; Masuma i sur., 
2011; Ortega i sur., 2013).  
 
2.4.2. Utjecaj kaveznog uzgoja na imunološki sustav atlantske plavoperajne tune Thunnus 
thynnus 
 
Površina ribe je prekrivena sluzi koja ima baktericidno djelovanje, olakšava ribi 
kretanje kroz vodu smanjujući trenje te pomaže u kontroli količine vode u tijelu. Prilikom 
manipulacije ribom tijekom ulova i transporta često dolazi do mjestimičnog gubitka sluzi i 
ljuski, te mehaničkog oštećenja tkiva što olakšava prodiranje patogena u organizam. To kod 
juvenilnih riba slabijeg imunološkog sustava predstavlja veliku mogućnost za razvoj bolesti, 
budući su mnogo osjetljivije od odraslih jedinki koje su tijekom godina razvile otpornost na 
mnoge infekcije (Munday i sur., 2003; Schreck i sur., 2016). 
Tijekom uzgojnog ciklusa jedinke tune su neprestano izložene raznim biotičkim i 
abiotičkim čimbenicima koji uzrokuju stresne uvjete i utječu na održavanje homeostaze u 
organizmu. Uzgojne aktivnosti poput praćenja jata brodovima, ulov, transport do uzgajališta, 
te manipulacija prilikom preseljenja u instalacijske kaveze, izvori su stresa koji negativno 
utječe na imunološki sustav, čineći ga slabijim što pridonosi nastanku bolesti, gubicima 
tijekom uzgojnog ciklusa u vidu uginuća ili izostanka odgovarajućeg prirasta preživjelih 
jedinki (Balli i sur., 2016; Benetti i sur., 2016; Buentello i sur., 2016; Caruso i sur., 2005; 
Evans, 2015; Higuchi i sur., 2013; Honryo i sur., 2013, 2018; Iversen i sur., 1998; Kirchoff, 
2012; Magnadóttir, 2006; Masuma i sur., 2011; Mateus Bonga, 2017; Meyer, 1991; Mylonas 
i sur., 2010; Ottolenghi, 2008; Rauta i sur., 2012; Wendelaar i sur., 1997). Na rast i zdravlje 
jedinki tijekom kaveznog uzgoja utječu i različiti čimbenici u okolišu poput temperature, 
kvalitete i saliniteta mora, kakvoće, količine i sastava hrane, osmotskih prilika, koncentracije 
ugljičnog dioksida u vodi, prisutnost raznih zagađivača i teških metala, ali i organizacija 
uzgoja od strane uzgajivača (Kvamme i sur., 2013; Masuma i sur., 2011; Tsuda i sur., 2012). 
Temperatura mora je važan čimbenik jer utječe na brzinu metaboličkih procesa, sintezu 
antitijela nakon ulaska patogena u organizam, određuje područje kretanja tuna, pa njena 
promjena, pogotovo nagli pad, za tune u kavezima može biti izraziti stresor koji povećava 
rizik od nastanka bolesti (Klinger i sur., 2016; Polinski i sur., 2013, 2014). Također, 
povećanje količine nasada ribe u kavezima uzrokuje povećanje koncentracije organskih tvari, 
koncentracije izlučenih tvari (urea, izmet, neprobavljena hrana), te pad kisika što predstavlja 
idealnu podlogu za razvoj brojnih mikroorganizama i patogena, što povećava rizik od 
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nastanka bolesti i negativno utječe na prirast ribe (Barton, 2002; Barton i Iwama 1991; Davis, 
2010; Kitagawa i sur., 2000; Mladineo i sur., 2008; Mladineo i Tudor, 2004; Moyle i Cech, 
2004; Teo i sur., 2007; Terova i sur., 2005). Kod mnogih vrsta plavoperajnih tuna zabilježen 
je pad urođene imunosti i uginuća uzrokovana dugotrajnom izloženošću virusnim i 
bakterijskim infekcijama te raznim nametničkim organizmima koji su često prisutni u 
područjima uzgajališta (Deveney i sur., 2005; Mladineo i Tudor 2004; Mladineo 2006; 
Mladineo i sur., 2006, 2008; Munday i sur., 2003; Nowak i sur., 2006; Polinski i sur., 2014; 
Sakthivel i sur., 2016). Jedan od čimbenika koji uzrokuje stres je i sama duljina kaveznog 
uzgoja. Evans (2015) je u svom istraživanju utjecaja stresa i imunološkog odgovora kod 
južne plavoperajne tune u kaveznom uzgoju zabilježio više razine pokazatelja stresa kod 
jedinki koje su duži vremenski period držane u kavezima (18 mjeseci umjesto uobičajenih 6-
8) što ukazuje na smanjenje imunokompetencije organizma s duljinom uzgoja (Ellis i sur., 
2009; Evans, 2015; Mladineo i sur., 2008). Odgovor organizma na stresne uvjete najčešće je 
reguliran složenom interakcijom više različitih gena, te je potrebno dobro poznavati ulogu 
svakog zasebno te njihovu međusobnu povezanost, budući da varijacije u broju alela 
uzrokovane mutacijama mogu imati ulogu u regulaciji transkripcije, što u konačnici može 
utjecati na ekspresiju gena, dovesti do promjene u fenotipu ili uzrokovati nastanak oboljenja 
(Conner i Hartl, 2004; Li i sur., 2004).  
Tijekom posljednjih godina uslijed brojnih istraživanja donesene su smjernice za učinkovitiju 
metodologiju ulova, transporta i uzgoja (Beaz i Núñez, 2003; De Bartolome i Mendez, 2005) 
koje su rezultirale smanjenjem postotka smrtnosti (Evans, 2015; Katavić i sur., 2003; 
Nakada, 2008), iako ovaj problem i dalje uzgajivačima predstavlja veliki izazov.  
 
2.5.  Genska raznolikost 
 
Genska raznolikost dio je ukupne biološke raznolikosti, a opisuje varijaciju na razini 
DNA unutar neke populacije ili vrste (Frankham i sur., 2002). Temelj je evolucijskog razvoja 
jer viša razina raznolikosti omogućava bolju prilagodbu populacija i vrsta u promjenjivom 
okolišu, a njen gubitak utječe na smanjenje njihove dugoročne prilagodljivosti. Postoje dvije 
glavne vrste genske raznolikosti: adaptivna i neutralna. Neutralna se analizira različitim 
molekularno-genetičkim laboratorijskim metodama što znači da otkrivene varijante gena 
nemaju izravan učinak na fitness. Selektivno je neutralna i ne govori ništa o adaptivnom ili 
evolucijskom potencijalu vrste ili populacija. Međutim, neutralni biljezi imaju potencijal za 
istraživanje procesa poput protoka gena, genetičkog pomaka, mutacija i migracija alela. Alel 
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je alternativni oblik gena koji se nalazi na određenom mjestu, tj. lokusu homolognog para 
kromosoma. Organizam za svaku osobinu nasljeđuje dva alela, po jedan od svakog 
roditelja. Jedinke mogu biti homozigotne (imaju identični par alela) ili heterozigotne (imaju 
dva različita alela). Kada na lokusu postoje dva ili više alela tada je on polimorfan, uz uvjet 
da se drugi alel javlja u populaciji s frekvencijom 5% ili više. Adaptivna genska raznolikost 
je pod utjecajem prirodne selekcije te se analizira u kvantitativnim genetičkim 
eksperimentima pod kontroliranim i ujednačenim uvjetima okoline (Holderegger i sur., 2006; 
Kirk i Freeland, 2011). 
Genska raznolikost nastaje kao posljedica mutacija i rekombinacija. Mutacije utječu na 
stvaranje novih alela i u kraćem vremenskom razdoblju imaju slab utjecaj na promjenu 
genetičke strukture neke populacije, međutim, dugoročno u kombinaciji s drugim 
evolucijsko-adaptacijskim procesima predstavljaju nezaobilazan izvor genetičke raznolikosti 
u populacijama. Migracije alela, odnosno izmjene alela između različitih populacija, 
omogućavaju unos novih alela u populaciju, tj. povećavaju njenu genetičku raznolikost, ali 
kroz dulje vremensko razdoblje mogu utjecati i na smanjenje genetičke diferenciranosti 
između populacija. Promjena frekvencije (učestalosti) nekog alela u populaciji ovisi o 
intenzitetu i količini migracije, te o razlikama u frekvencijama alela između dvije populacije. 
Genetički pomak (engl. genetic drift) je pojava slučajnih promjena frekvencija alela, a time i 
promjena u genotipskim frekvencijama zbog slučajnog odabira alela iz roditeljske generacije 
koji se prenose na potomstvo. U izrazito malim populacijama, kakve su obično populacije 
ugroženih vrsta, genetički pomak može uzrokovati povećanje homozigotnosti i učestalosti 
letalnih alela tijekom nekoliko generacija (Halligan i Keightley, 2003; Lobo, 2008). Na 
smanjenje genske raznolikosti značajan utjecaj ima i križanje u srodstvu unutar malih 
populacija (Frankham i sur., 2002; Markert i sur., 2010), stoga većinu ugroženih populacija 
karakterizira mala ili opadajuća veličina populacija s nižom genetičkom raznolikošću.  
Genska raznolikost neke vrste može pružiti informacije o podrijetlu populacija, razini 
križanja u srodstvu, prilagodbama lokalnim uvjetima okoline ili širenju staništa, a 
poznavanje razine, obrasca i uzroka genetičke raznolikosti neke vrste nužna je informacija 
za njen uzgoj, izradu programa očuvanja ili taksonomska evolucijska i ekološka istraživanja 
(Geller i sur., 2010). 
Genska raznolikosti se istražuje pomoću genetičkih biljega koji isključuju sve subjektivne 
procjene te omogućuju brže određivanje stupnjeva ugroženosti populacija, praćenje stupnja 
križanja u srodstvu, stvaranje genetskih mapa, donošenje zaključaka o taksonomskim i 
filogenetskim odnosima između vrsta, čime se mogućnost pravovremenog djelovanja u 
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njihovoj zaštiti uvelike povećava (Amaral i sur., 2017; Díaz-Arce i sur., 2016; Frankham i 
sur., 2002; Hedrick, 2004; Schulman, 2007). 
Genetički biljezi označavaju nasljedna svojstva koja pokazuju određeni stupanj varijabilnosti 
među istraživanim jedinkama, a koja nastaju zbog promjena u nukleotidnom slijedu uslijed 
djelovanja mutacija. Iako nužno ne moraju biti geni, takvim se smatraju s obzirom da se 
nasljeđuju po istim načelima, stoga se njihovi različiti oblici nazivaju alelima, a njihovo 
specifično mjesto na kromosomu lokusom. Neki od najčešće korištenih biljega u 
molekularnim istraživanjima su: polimorfizam duljine restrikcijskih fragmenata (engl. 
Restriction Fragment Length Polymorphism; RFLP), nasumično umnožena polimorfna DNA 
(engl. Random Amplified Polymorphic DNA; RAPD), polimorfizam duljine umnoženih 
fragmenata (engl. Amplified Fragment Length Polymorphism; AFLP), mikrosateliti ili 
jednostavni ponavljajući sljedovi (engl. Simple Sequence Repeats; SSR), polimorfizam 
pojedinačnih nukleotida (engl. Single Nucleotide Polymorphism; SNP), te mitohondrijska 
DNA (mtDNA). Oni mogu biti dominantni ili kodominantni. Kodominantni biljezi (npr. 
RFLP, mikrosateliti) su informativniji od dominantnih (npr. RAPD, AFLP) jer omogućavaju 
razlikovanje heterozigota od homozigota za svaki analizirani lokus i alel što pruža potpuniju 
informaciju o genetičkoj raznolikosti i strukturi neke populacije.  
 
2.5.1. Mikrosatelitni biljezi 
 
Mikrosatelitni biljezi su molekularni biljezi koji se nazivaju i jednostavni ponavljajući 
sljedovi (engl. Simple Sequence Repeats; SSR) ili kratka tandemska ponavljanja (engl. Short 
Tandem Repeats; STR). Označavaju kratke ponavljajuće sljedove nukleotida u eukariotskim i 
prokariotskim genomima (Ellegren, 2004; Li i sur., 2002; López-Flores i Garrido-Ramos, 
2012; Selkoe i Toonen, 2006; Tóth i sur., 2000). Otkriveni su 1980-ih godina i od tad imaju 
široku primjenu u raznim područjima populacijske genetike, biotehnologije, evolucijske 
biologije i medicine (Jarne i Lagoda, 1996).  
Ponavljajući slijed mikrosatelita čini motiv od jedan do šest parova baza koji se najčešće 
ponavlja između pet i 40 puta (Hearne i sur., 1992; López-Flores i Garrido-Ramos, 2012; 
Nagpure i sur., 2013; Page i Holmes, 1998; Selkoe i Toonen, 2006). Međusobno se razlikuju 
u dužini i složenosti ponavljajućeg slijeda. Struktura mikrosatelitnih ponavljanja može biti 
„savršena“ kada ponavljanja sadrže jedinice identične dužine i slijeda (npr. 
CACACACACACA), „prekinuta“ kada se unutar ponavljajućeg motiva pojavi motiv koji ne 
odgovara motivu slijeda (npr. CACAGCCACA) i „složena“ koja se sastoje od dva ili više 
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jednostavnih ponavljanja s ponavljajućim jedinicama promjenjive dužine (npr. 
CACAGCGCGCTATA). 
Mikrosateliti se nalaze razmješteni po cijelom genomu, u nekodirajućim, UTR (engl. 
Untranslated Region) i kodirajućim regijama genoma (Chistiakov i sur., 2006; Li i sur., 2002, 
López-Flores i Garrido-Ramos, 2012; Tautz i Renz, 1984; Tóth i sur., 2000). Njihova 
zastupljenost u genomu se povećava sa složenošću organizma, npr. kod jednostavnih 
organizama poput kvasaca Cerevisiae elegans i Saccharomyces cerevisiae čine 0,21-0,30% 
genoma, kod biljaka poput talijinog uročnjaka Arabidopsis thaliana i kukuruza Zea mays 
0,37-0,85%, dok kod viših organizama poput riba napuhača Fugu rubripes i Tetraodon 
nigroviridis ili sisavaca čak 2-3% genoma (Ellegren, 2004; Crollius i sur., 2000; Morgante i 
sur., 2002; Wang i sur., 1994). U nekodirajućim i UTR regijama se nalaze u mnogo većem 
postotku nego u kodirajućim regijama, te su najbrojnija dinukleotidna ponavljanja koja se 
većinom koriste u istraživanjima jer se smatraju najpolimorfnijim, dok se tri- i heksa- 
nukleotidna ponavljanja najčešće pojavljuju u kodirajućim regijama što se može objasniti 
supresijom ostalih ponavljanja vjerojatno uzrokovanih frame-shift mutacijama ili pomakom 
okvira čitanja (Ellegren, 2004; Metzgar i sur., 2000; Li i sur., 2004; Tóth i sur., 2000; Wren i 
sur., 2000). Insercijom najčešće dolazi do umetanja jednog ili dva nukleotida, a delecijom do 
njihovog gubitka, dok insercijom ili delecijom tri nukleotida ne dolazi do pomaka okvira 
čitanja.  
Mikrosatelitna ponavljanja karakterizira polimorfnost zbog visoke stope mutacija (od 10
-2
 do 
10
-6
 mutacija po lokusu u generaciji) kojima su podložni prilikom udvostručenja DNA 
molekule. Stope mutacija mogu varirati između lokusa i alela istog lokusa ovisno o strukturi 
mikrosatelita, tj. o duljini motiva, broju ponavljanja, prekidima unutar motiva, sastavu 
nukleotidnog motiva, te sastavu bočnih sekvenci (Akemi Hoshino i sur., 2012; Ellegren, 
2004; Hoffman i Amos, 2004; López-Flores i Garrido-Ramos, 2012; Schug i sur., 1997).  
Postoje dva glavna mehanizma mutacija: 
(1) promjena duljine u mikrosatelitnom motivu koji se zasniva na rekombinaciji DNA 
molekule kroz nejednaki crossing-over (Slika 3a); 
(2) pogreške prilikom replikacije DNA molekule (Bruford i Wayne, 1993; Ellegren, 2004; 
Gemayel i sur., 2010; Selkoe i Toonen, 2006).  
Nejednaki crossing-over uzrokuje smanjenje ili potpuni gubitak mikrosatelitnih regija na 
jednom kromosomu i povećanje njihovog broja na drugom (Slika 3a), a replikacijsko klizanje 
(engl. replication slippage) pogrešno sparivanje uslijed ispadanja ili umetanja dijela slijeda u 
novonastali lanac DNA, što uzrokuje da novonastali komplementarni lanac DNA nosi 
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„omču“ koja u idućim ciklusima replikacije može produljiti novi lanac (engl. forward 
slippage) ili ga smanjiti (engl. backward slippage) (Slika 3b). Greške koje nastaju prilikom 
replikacije su najvjerojatniji mehanizam stvaranja mutacija, ali mehanizam njihovih mutacija 
nije ključan za sve analize jer ne predstavlja važan čimbenik u statističkoj obradi (Neigel, 
1997).  
 
                 
 
Slika 3. a) Nejednaki crossing over između homolognih kromosoma (crni i sivi dijelovi 
označavaju mikrosatelitne regije); b) Replikacijsko klizanje (modificirano prema Ellegren, 
2004). 
 
Međutim, ako se korištenjem mikrosatelita žele procijeniti parametri genetičke udaljenosti i 
diferencijacije populacija kako bi se dobila što jasnija slika genetičke strukture istraživanih 
populacija, za neke statističke metode je potrebno upotrijebiti teoretske modele mikrosatelita 
(Balloux i Lugon-Moulin, 2002). Osnovni teoretski modeli mutacijskog mehanizma 
mikrosatelita su: model beskonačnog broja alela (engl. Infinite Allele Model; IAM) kod 
kojeg svakom mutacijom nastaje novi alel u populaciji bez obzira od kojeg broja uzastopnih 
ponavljanja se sastoji mikrosatelit (Kimura i Crow, 1964), model postupnih mutacija (engl. 
Stepwise Mutation Model; SMM) kod kojeg se dužina lokusa mijenja stalnom brzinom 
replikacije, dodavanjem ili oduzimanjem jednog ponavljanja (pod pretpostavkom promjene 
jednog ponavljanja po mutaciji) (Ellegren, 2004; Ohta i Kimura, 1973), te dvofazni model 
(engl. Two-Phase Model; TPM) koji pretpostavlja da većina mutacija slijedi SMM, ali 
dozvoljava i određeni postotak promjena po modelu IAM (Di Rienzo i sur., 1994).  
Cjelokupni proces mutacija mikrosatelita je vrlo složen jer ne postoji njihova jednolika stopa, 
one se razlikuju između i unutar vrsta, ali i između lokusa i alela (Ellegren, 2004; López-
Flores i Garrido-Ramos, 2012). Varijacija mikrosatelita je uglavnom neutralna i nema 
a)         b)  
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fenotipsku ekspresiju, međutim svaka promjena koja nastaje uslijed djelovanja mutacija 
unutar ili u blizini kodirajuće regije genoma može utjecati na promjenu u funkciji proteina što 
je vrlo vjerojatno povezano s evolucijskim razvojem vrsta i nastankom nekih bolesti (Li i 
sur., 2004). Slijedom toga, mikrosateliti se mogu koristiti za označavanje odgovarajućih 
funkcionalnih gena ili mapiranje kvantitativnih obilježja lokusa (engl. Quantitative 
Trait Loci; QTL) što ih čini korisnim i izvan glavne primjene u populacijskoj genetici (Guo i 
sur., 2007; Hibrand-Saint i sur., 2007; Hung i sur., 2016).  
Mikrosateliti se mogu primijeniti u širokom spektru bioloških studija jer su zbog svojih 
brojnih osobina vrlo učinkoviti biljezi za populacijsku genetiku, analizu podrijetla, mapiranje 
gena, sudsku identifikaciju, te u medicinskim, konzervacijskim i arheološkim istraživanjima. 
Kao većinom neutralni biljezi, smatraju se idealnim za istraživanje podrijetla te procesa 
unutar i između populacija, kao što su izolacija i migracija među populacijama, obzirom da 
selekcija može relativno brzo utjecati na promjenu učestalosti alela za pojedine lokuse, a time 
prikriti povijesne obrasce (Amos i sur., 2015; Antoniou i sur., 2017; Beacham i sur., 1996; 
Bruford i Wayne, 1993; Chistiakov i sur., 2006; Ellegren, 2004; Hung i sur., 2016; Jarne i 
Lagoda, 1996; Liu i sur., 2004; Mittal i Dubey, 2009). 
Obzirom na njihovu široku distribuciju unutar genoma, visoku razinu polimorfizma i 
kodominantnosti, tj. sposobnosti razlikovanja homozigota od heterozigota (Slika 4), 
mikrosateliti imaju niz prednosti u odnosu na ostale biljege koji se koriste u istraživanjima 
populacijske genetike poput RFLP (engl. Restriction Fragment Length Polymorphism), 
AFLP (engl. Amplified Fragment Length Polymorphism) ili RAPD (engl. Random 
Amplification of Polymorphic DNA), jer daju mogućnost preciznog izračunavanja 
frekvencija alela, te potrebe genotipizacije mnogo manjeg broja jedinki za točnu procjenu 
populacijskih parametara (Lynch i Milligan, 1994; Mariette i sur., 2002).  
Nadalje, mogu se razviti za bilo koji organizam, amplifikacija se provodi u uvjetima visoke 
specifičnosti, za samu analizu je potrebna vrlo mala količina DNA, a može se koristiti čak i 
djelomično degradirana DNA. Susjedne ili bočne regije (engl. flanking region) na 
mikrosatelitnom lokusu su manje podložne mutacijama što olakšava sintezu PCR početnica 
(Beckmann i Soller, 1990).  
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HOMOZIGOT: mikrosatelitni lokus ima isti broj ponavljanja na oba kromosoma 
...TAGCCGGGCTAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAAGTCGTTAGCG... 
...TAGCCGGGCTAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAAGTCGTTAGCG... 
 
...TAGCCGGGCTAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAAGTCGTTAGCG... 
...TAGCCGGGCTAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAAGTCGTTAGCG... 
5' bočna regija                ponavljajući motiv                       3' bočna regija 
 
HETEROZIGOT: mikrosatelitni lokus ima različiti broj ponavljanja na kromosomima, npr. 
na jednom 10 ponavljanja GA motiva, a na drugom 8 ponavljanja GA motiva 
...TAGCCGGGCTAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAAGTCGTTAGCG... 
...TAGCCGGGCTAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAAGTCGTTAGCG... 
 
            ...TAGCCGGGCTAGAGAGAGAGAGAGAGAAGTCGTTAGCG... 
            ...TAGCCGGGCTAGAGAGAGAGAGAGAGAAGTCGTTAGCG... 
5' bočna regija               ponavljajući motiv                   3' bočna regija 
 
Slika 4. Primjer razlike između homozigotnih i heterozigotnih lokusa. Kod organizma koji su 
homozigotni za neki mikrosatelitni lokus, oba kromosoma imaju isti broj ponavljanja, dok 
heterozigoti imaju različit broj ponavljanja na kromosomima. 
  
Međutim, unatoč brojnim prednostima, ovi biljezi imaju i nekoliko nedostataka:  
- imaju visoku razinu specifičnosti za jednu vrstu ili nekoliko usko srodnih vrsta, te zbog 
činjenice da se većinom nalaze u nekodirajućim područjima genoma, za istraživanje vrsta 
koje nemaju veliku ekonomsku važnost najčešće se moraju razviti de novo (Zane i sur., 
2002). Prvo je potrebno sintetizirati PCR početnice za svaki lokus za što je potrebno klonirati 
i sekvencirati klonove koji sadrže mikrosatelitni motiv, a zatim izraditi i testirati sve 
početnice što zahtijeva laboratorijsku stručnost, vrijeme i značajne ekonomske izdatke 
(Abdelkrim i sur., 2009; Nagpure i sur., 2013; Zane i sur., 2002); 
- Taq polimeraza prilikom produžavanja lanca DNA može ponekad dodati nukleotid 
adenozin na 3’ kraj matičnih i amplificiranih lanaca, što može stvoriti poteškoće pri 
određivanju stvarne dužine alela. Greška se može dogoditi zbog pojave višestrukih 
umnoženih lokusa na temelju istog predloška DNA, te zbog pogrešaka pri umnožavanja, 
ovisno o vrsti elektroforeze, nastaju tzv. “stutter” bendovi koji su kraći od ostalih alela i 
smatraju se glavnim uzrokom pogrešaka u genotipizaciji zbog problema u pravilnom 
očitavanju genotipova (Amos i sur., 2006; Butler, 2006). Međutim, napretkom tehnologije, 
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povećanjem preciznosti polimeraza, te mogućnosti ponavljanja analiza značajno se smanjuje 
utjecaj ovakvih pogrešaka na rezultate; 
- hipervarijabilnost mikrosatelita ponekad nije prednost jer ulomci mikrosatelita istih dužina 
ne moraju poticati iz iste nasljedne linije, odnosno ne nastaju istim evolucijskim putem. Ta 
pojava naziva se homoplazija, te može utjecati na točnost procjene genetičkih parametara. 
Povećanjem stupnja mutacije i vremenom odvajanja od zajedničkog pretka povećava se i 
stupanj homoplazije (Estoup i sur., 2002). Mogućnost ove pojave dodatno povećavaju i 
potencijalni mehanizmi selekcije koji ograničavaju raspon mogućih alela. Homoplazija tako 
dovodi do podcjenjivanja unutarpopulacijskih podjela (subpopulacijske podjele) i genetičke 
diferencijacije između populacija i vrsta; 
- problemi mogu nastati i prilikom analize podataka i izračunavanja frekvencije alela, tj. do 
pojave nul alela prilikom genotipizacije. Nul aleli predstavljaju smetnje ili potpuni nedostatak 
umnažanja nekog alela, a uzrokuju ih mutacije u bočnim regijama koje mogu onemogućiti 
vezivanje početnica što može dovesti do smanjena ili gubitka PCR produkta (Callen i sur., 
1993). Prisutnost nul alela utječe na procjenu genetičkih parametara i rezultate molekularnih 
analiza (Chapuis i Estoup, 2007; Dakin i Avise, 2004; Jones i Ardren, 2003; Pemberton i sur., 
1995). Manifestira se kao smanjenje frekvencije heterozigota u odnosu na očekivanu prema 
Hardy-Weinbergovim uvjetima ravnoteže (engl. Hardy-Weinberg Equilibrium; HWE). Pri 
razdvajanju elektroforezom, jedinke koje su heterozigoti za nul alel izgledaju kao homozigoti 
za vidljivi alel, dok se nulti homozigoti pojavljuju kao neuspješne reakcije. Ukoliko se 
potvrdi pojava takvih alela na određenim lokusima, njih je potrebno isključiti iz više-lokusnih 
analiza (Dewoody i sur., 2006). 
Određivanje dužina alela mikrosatelitnog lokusa se provodi nakon izolacije DNA iz 
tkiva prema nekom od mnogobrojnih protokola, određivanja njene količine i kakvoće, te 
umnažanja određenog slijeda PCR reakcijom koristeći specifične početnice za svaki od 
istraživanih lokusa. Početnice su kratki sintetizirani oligonukleotidi koji prepoznaju određen 
slijed nukleotida u genomskoj DNA koja služi kao kalup na koji djeluje DNA polimeraza i 
umnaža željeni dio lanca. Početnice za umnožavanje određenog lokusa se mogu pronaći u 
literaturi ili samostalno dizajnirati pomoću računalnih programa (npr. Primer3; FullSSR; 
WebSAT; FastPCR; QDD) tako da hibridiziraju na bočna područja uz sam mikrosatelitni 
lokus. Uspješnost PCR reakcije se najčešće provjerava metodom elektroforeze na 
horizontalnom agaroznom gelu, a genotipizacija se provodi metodom kapilarne elektroforeze 
u kapilarama s polimerima visokog stupnja razlučivanja fragmenta. Kapilarna elektroforeza 
primjenjuje se u biotehnologiji dugi niz godina za analizu DNA, RNA, proteina i 
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ugljikohidrata. Karakterizira je kratko vrijeme analize, visoka učinkovitost, različiti 
mehanizmi razdvajanja, a za analizu su potrebne vrlo male količine uzoraka.  
Multipleks ili združeni PCR je izmijenjena metoda PCR reakcije u kojoj se umjesto jednog 
para početnica u istoj reakcijskoj smjesi koriste dva ili više parova specifičnih početnica 
obilježenih različitim fluorescentnim bojama s ciljem istovremenog umnažanja dva ili više 
odsječaka DNA. Produkti združene PCR reakcije analizirani metodom kapilarne 
elektroforeze prikazani su kao niz vršaka te imaju veću rezoluciju od produkata očitanih na  
običnom agaroznom gelu gdje su produkti prikazani kao duža, kontinuirana crtica. 
Umnažanjem više odsječaka te usporedbom odnosa njihovih produkata može se analizirati i 
odrediti količina svakog produkta što omogućuje određivanje genomskih promjena, te 
kvantifikaciju stupnja gubitka alela ili eventualnog smanjenja umnožavanja. Iako je takvu 
reakciju teže optimizirati, njome se štedi vrijeme i kemikalije jer se na taj način nekoliko 
PCR reakcija i analiza produkata u agaroznom gelu svodi na samo jednu analizu. Prilikom 
uspostavljanja multipleks PCR-a slijedi se protokol kao i za standardnu PCR reakciju, a 
jedina razlika je da za nju treba dizajnirati početnice sličnih temperatura sparivanja, a one 
sličnih dužina označiti različitim fluorescentnim bojama kako bi se njihovi produkti lakše 
detektirali nakon umnažanja (Pemov i sur., 2005). 
Jedan od izvora sljedova za razvoj mikrosatelita su EST, kratki jednostrani slijedovi 
koji proizlaze iz komplementarnih DNA (cDNA) klonova (Adams i sur., 1991; Chini i sur., 
2008; Kirk i Freeland, 2011). Znanstvenici ih sve češće koriste jer predstavljaju kodirajuće 
regije genoma, korisni su za identifikaciju gena i mapiranje njihovih pozicija u genomu, 
omogućuju jednostavan i relativno jeftin način pronalaska novih gena ili gena uključenih u 
neko svojstvo (Adams i sur., 1991; Ellis i Burke, 2007). Mikrosateliti identificirani u EST 
nazivaju se EST-SSR i kod njih je zabilježena niža stopa varijacije nego kod neutralnih 
mikrosatelita iz genomske DNA, ali zbog njihove mogućnosti korištenja između srodnih 
rodova i vrsta (biljezi razvijeni kod jedne vrste/roda se mogu primijeniti i kod drugih), te 
činjenice da njihova varijacija potencijalno može ukazati na određena svojstva fenotipa jer se 
nalaze unutar gena, vrijedan su resurs za populacijska i evolucijska istraživanja (Ellis i Burke, 
2007; Coulibaly i sur., 2005; Duran i sur., 2009; Ji i sur., 2012). Polimorfizmi u EST-SSR 
mogu biti jako korisni u istraživanjima bioraznolikosti u uzgojnom ponašanju, te otkrivanje 
utjecaja selekcije ili istraživanja prilagodljivog ponašanja u širokom rasponu vrsta (Li i sur., 
2002; Luikart i sur., 2003; Slate i sur., 2007; Vasemägi i sur., 2005). 
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U odnosu na druge genomske biljege na osnovi DNA, EST-SSR sadrže niz prednosti:  
- jeftiniji razvoj zbog mogućnosti provođenja istraživanja i razvoja biljega na glavnoj ciljanoj 
vrsti, te njihovog kasnijeg korištenja kod različitih drugih vrsta i rodova, budući da se temelje 
na genskim sekvencama koje su visoko očuvane. To smanjuje troškove i vrijeme rada 
povezanih s početnim koracima razvoja mikrosatelita,  tj. izgradnji knjižnice i sekvenciranja 
velikog broja podataka (Coulibaly i sur., 2005; Ellis i Burke, 2007; Gupta i sur., 2003; 
Pashely i sur., 2006; Pérez i sur., 2005; Serapion i sur., 2004; Varshney i sur., 2005; Yue i 
sur., 2004); 
- dobivanje podataka koje je lakše analizirati zbog manjeg broja nul alela i “stutter” bendova 
u usporedbi s ostalim genetičkim biljezima (Eujayl i sur., 2004; Pashley i sur., 2006). To se 
može pripisati kraćim ponavljajućim nizovima pri čemu je smanjeno klizanje DNA 
polimeraze tijekom PCR reakcije, te početnicama koje su izvedene iz relativno konzerviranih 
sekvenci (Ellis i Burke, 2007; Liepelt i sur., 2001). 
Međutim, unatoč brojnim prednostima, imaju i nekoliko nedostataka: 
- za vrste čije se sekvence ne nalaze u postojećim bazama podataka moraju se razviti de novo. 
Za taj postupak je potrebno sakupiti dovoljne količine svježeg tkiva za izolaciju RNA i razvoj 
cDNA knjižnice što može biti problematično kad se istražuju rijetke vrste malih populacija 
koje sporo rastu ili im se stanište nalazi na udaljenim lokacijama (Decroocq i sur., 2003); 
- karakterizira ih relativno nizak stupanj polimorfizma budući da se nalaze unutar gena, a 
time su i više konzervirani po vrstama (Dufresnes i sur., 2014; Hung i sur., 2016; Riccioni i 
sur., 2017; Wang i sur., 2011). Međutim, razine genetičke raznolikosti otkrivene tim 
biljezima su znatno veće od onih koje su otkrivene korištenjem ostalih tipova biljega, poput 
alozima, te otkrivaju dovoljnu razinu varijacija za većinu populacijskih genetičkih 
istraživanja zbog niže alelne raznolikosti, u usporedbi s genomskim mikrosatelitima. Nadalje 
najčešće nisu pod utjecajem selekcije budući da na jako mali postotak gena utječe pozitivna 
selekcija čak i kada su povezani s funkcionalnim područjima, iako će neki mali dio svih EST-
SSR neizbježno biti podvrgnut selekciji, što može utjecati na procjenu populacijskih 
genetičkih parametara (Ellis i Burke, 2007). 
 
2.5.2. Istraživanja genetike riba mikrosatelitnim biljezima 
 
Održivo ribarenje komercijalno važnih vrsta riba zahtijeva učinkovitu strategiju 
upravljanja temeljenu na znanstvenim istraživanjima (Carvalho i Hauser, 1994; Dunlop i sur., 
2009; Frankham i sur., 2002). Utjecaj raznih biotičkih i abiotičkih čimbenika, veliki ribolovni 
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pritisak te opadanje brojnosti populacija morskih riba stvara potrebu za dodatnim 
istraživanjima o njihovoj biologiji, kretanju, strukturi populacija, te prilagodbi na promjene u 
okolišu (Johnson i Welch, 2009; Nielsen i sur., 2009; Piroddi i sur., 2017). Morske ribe 
karakterizira niska genetička raznolikost i slaba prilagođenost lokalnim promjenama u 
okolišu (Poulsen i sur., 2005; Smedbol i sur., 2002), a područje genetike riba, u usporedbi s 
drugim kralježnjacima, je još uvijek slabo razvijeno (Chini i sur., 2008; Sundaray i sur., 
2016). Većina istraživanja je provedena na modelnim vrstama iz grupe viših riba (Teleostei), 
npr. zebrici Danio rerio i napuhači Takifugu rubripes koje su jedne od najistraženijih vrsta, te 
se njihov u potpunosti mapiran genom može pronaći u bazama podataka (Aparicio, 2002; 
Lieschke i Currie, 2007; Kishi i sur., 2009). Manjak podataka za nemodelne komercijalno 
važne vrste, uključujući brojne akvakulturne vrste, predstavlja prepreku za istraživanja 
njihove funkcionalne genomike, transkriptomike i proteomike. Međutim zadnjih godina 
napredak tehnologije sekvenciranja doveo je do novih mogućnosti analiza genoma velikom 
brzinom i razvoja biljega za nemodelne vrste, te se neprestano povećava broj istraživanja 
kako bi se na svakome kromosomu što točnije mogao precizirati položaj pojedinih gena, 
odrediti njihove funkcionalne uloge i obrasce evolucije, što će olakšati istraživanje procesa 
nastanka mnogih bolesti tijekom selekcije ili uzgoja (Basiita i sur., 2015; Chini i sur., 2008; Ji 
i sur., 2012; Reuter i sur., 2015; Shikano i sur., 2010; Sundaray i sur., 2016).  
Mikrosatelitni biljezi su se pokazali veoma dobrim za provođenje genetičkih 
istraživanja kod riba, pogotovo kod vrsta kod kojih su zabilježene niske razine varijacije 
korištenjem ostalih biljega (Carlsson i sur., 2004; Chistiakov i sur., 2006; Jarne i Lagoda, 
1996; Kalinowski, 2002; Queller i sur., 1993; Ruzzante i sur., 1998). Tijekom zadnjih 
desetljeća pomoću njih su napravljena mnoga vrijedna istraživanja riba u svrhu istraživanja 
genetičke diferencijacije između divljih i uzgojnih populacija (Briñez i sur., 2011; Luo i sur., 
2012; Pan i Yang, 2010), karakterizacije i identifikacije vrsta (Abdul Rahman i sur., 2014; 
Nikolić i sur., 2015), određivanje srodstva i evolucijskih odnosa među vrstama (Liao i sur., 
2006; Mendonça i sur., 2012; Tong i sur., 2002), te razlikovanja geografski izoliranih 
podpopulacija (Jarne i Lagoda, 1996). Međutim, još uvijek se većina istraživanja provodi na 
modelnim vrstama ili malom broju komercijalno važnih vrsta poput žutoperajne tune T. 
albacares (Appleyard i sur., 2001; Takagi i sur., 2001), prugaste tune Katsuwonus pelamis 
(Dammannogoda i sur., 2012; Menezes i sur., 2008), španjolske skuše Scomberomorus 
commerson (Van Herwerden i sur., 2006), lubina D. labrax (Garcia de Leon i sur., 1995), 
šarana Cyprinus carpio (Cheng i sur., 2010; Yue i sur., 2004), lososa Salmo salar (Koljonen i 
sur., 2002; Norris i sur., 1999; Portnoy i sur., 2014; Rengmark i sur., 2006), pastrve Salmo 
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trutta (Achrem i sur., 2015), bakalara Gadus morhua (Glover i sur., 2011), te je potrebno 
proširiti broj vrsta i uzoraka na kojima se istražuju ovi biljezi.  
 
2.6. Istraživanja atlantske plavoperajne tune Thunnus thynnus 
 
Tunolov atlantske plavoperajne tune, kao važan izvor hrane i prihoda, od davnina je 
bio dobro razvijen duž područja koje ova vrsta nastanjuje, a razvojem sushi i sashimi tržišta u 
Japanu 1980-ih godina porasla je potražnja za ovom vrstom te je ona postala 
visokoprofitabilni ulov (Collette i sur., 2011; Fromentin i sur., 2014; Fromentin i Powers, 
2005; Papaconstantinou i Farrugio, 2000). Međutim, industrijalizacija europske ribolovne 
flote tijekom 20. stoljeća uzrokovala je preveliki ribolovni pritisak, te je do početka 2000-ih 
procijenjeno da su veličine populacija pale na toliko nisku razinu da im prijeti kolaps 
(MacKenzie i sur., 2009; Mylonas i sur., 2010; Piroddi i sur., 2017; Safina i Klinger, 2008). 
Kako bi se uspostavio ispravan i održiv plan obnove i upravljanja bilo je potrebno prikupiti 
znanje o biologiji ove vrste, njenom načinu ponašanja, prostornoj strukturiranosti populacija, 
te njihovom miješanju unutar područja koje nastanjuju (Fromentin i sur., 2014; Taylor i sur., 
2011). Stoga se već niz desetljeća provode intenzivna istraživanja koristeći razne metode 
poput standardnih metoda ulova (Fromentin, 2002; Maunder i Punt, 2004), konvencionalnog 
i elektroničkog tagiranja (označavanja) (Aranda i sur., 2013; Block, 2001; Block i sur., 2005; 
Cermeño i sur., 2015; Stokesbury i sur., 2004; Walli i sur., 2009), biogeokemijske analize 
tvrdih struktura (otoliti, kosti, ljuske, bodlje peraja, kralješci) (Luque i sur., 2017; Neilson i 
Campana, 2008; Rooker i sur., 2003; Santamaria i sur., 2009; Schloesser i sur., 2010), te 
molekularne metode (Api i sur., 2018; Antoniou i sur., 2017; Boustany i sur., 2008; Carlsson 
i sur., 2004, 2007; Lockley i Bardsley, 2000; Secor i sur., 2014; Vella i sur., 2016; Viñas i 
sur., 2011). 
 Istraživanja ove vrste su započela konvencionalnim tagiranjem jedinki u Atlantskom 
oceanu, a ponovnim hvatanjem tagiranih jedinki dobili su se podatci o njihovom kretanju. 
Međutim, broj ponovo ulovljenih jedinki je bio malen, a dobivanje podataka o njihovom 
hvatanju i kretanju je prvenstveno ovisio o dobroj suradnji s ribarima. Također, podatci o 
broju i području ponovnog ulova bile su upitne jer se moglo dogoditi da broj označenih 
jedinki nije pravilno prijavljen ili su uhvaćene u trenutku migracije (Ely i sur., 2002; Rooker i 
sur., 2007). Elektroničko tagiranje jedinki je omogućilo dobivanje pouzdanijih podataka koji 
su osim kretanja i strukture stokova uključivali i oceanografske parametre područja u kojem 
su se jedinke kretale (Block i sur., 2005, 2009; Cermeño i sur., 2015; Galuardi i sur., 2018; 
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Rooker i sur., 2007; Stokesbury i sur., 2004; Teo i sur., 2007). Ovom metodom je zabilježen 
povratak tagiranih jedinki u područje njihovog mrijesta uzastopno tijekom nekoliko godina 
(Abascal i sur., 2016; Block, 2001; Rooker i sur., 2007; Teo i sur., 2007; Vella i sur., 2016). 
Sličan obrazac ponašanja je zabilježen i kod drugih vrsta morskih riba kao što su bakalar G. 
morhua, haringa Clupea harengus i losos S. salar (Bekkevold i sur., 2002; Guðjónsson i sur., 
2015; Lacroix, 2013; Ruzzante i sur., 2006). Osim podataka o kretanju i strukturi stokova 
unutar Atlantskog oceana, tagiranjem su dobiveni podatci o područjima mrijesta, 
migracijskom kretanju i postojanju podpopulacija unutar Sredozemnog mora (Antoniou i 
sur., 2017; Karakulak i sur., 2004; Oray i Karakulak, 2005; Rodrıguez-Marın i sur., 2005; 
Vella i sur., 2016; Viñas i sur., 2011). De Metrio i sur. (2005) su prateći kretanje jedinki 
unutar Sredozemnog mora uočili da one tagirane u zapadnom dijelu nisu zabilježene u 
Levantinskom, Egejskom i Jadranskom moru, nego su većinom ponovo ulovljene u 
središnjem dijelu Sredozemnog mora, što je išlo u prilog pretpostavci da u istočnom dijelu 
postoji zasebna populacija. Aranda i sur. (2013) su pratili rute kretanja i ponašanje tijekom 
mrijesta u zapadnom dijelu Sredozemnog mora. Ribe tagirane tijekom iste godine kretale su 
se sličnim smjerom; nakon mrijesta oko Balearskih otoka prešle bi Gibraltarski tjesnac i 
uputile se prema sjeveroistočnom dijelu Atlantskog oceana. Cermeño i sur. (2015) su pomoću 
arhivskih podataka i elektroničkog tagiranja zabilježili da se nakon mrijesta u području 
Sredozemnog mora jedinke određeno vrijeme tu zadržavaju što je potvrdilo važnost tog 
područja za mrijest i ishranu juvenilnih jedinki.  
Biogeokemijske analize u tvrdim strukturama i stabilni izotopi su korišteni za 
dobivanje podataka o migracijama, razlikama između stokova i dobnih skupina, prehrani te 
čak i o fizikalno-kemijskim svojstvima okoliša u kojem su ribe boravile (Block, 2001; Block 
i sur., 2005; Brophy i sur., 2016; Dickhut i sur., 2009; Estrada i sur., 2005; Fromentin i 
Powers, 2005; García i sur., 2017; Rooker i sur., 2001, 2003, 2007, 2008; Secor, 2002; 
Thresher, 1999). Rooker i sur. (2003, 2008) su provođenjem kemijskih analiza u otolitima 
zabilježili miješanje istočnog i zapadnog stoka tuna, te značajno opadanje broja jedinki iz 
zapadnog stoka u blizini područja mrijesta u Sredozemnom moru što je potvrdilo da jedinke 
iz zapadnog stoka rijetko ulaze u Sredozemno more, te da se jedinke iz obje populacije 
vraćaju u područje mrijesta.  
Istraživanja korištenjem molekularnih metoda su započela 1960-ih godina i vrlo brzo 
su se pokazala najučinkovitijim zbog osjetljivosti, objektivnosti, te dobivanja pouzdanih 
podataka o strukturi i dinamici populacija atlantske plavoperajne tune koji su se mogli 
previdjeti izravnim promatranjem ili tagiranjem (Alvarado Bremer i sur., 1999; Boustany i 
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sur., 2008; Broughton i Gold, 1997; Polinski, 2014; Rasmussen i Morrissey, 2008; Vinãs i 
sur., 2001; Viñas i Tudela, 2009; Teletchea, 2009). Najveći broj istraživanja je proveden 
kako bi se razjasnila kompleksna struktura populacije atlantske plavoperajne tune unutar 
Atlantskog oceana. Edmunds i Sammons (1971, 1973), te Thompson i Contin (1980) su 
proučavajući polimorfizam enzima tetrazolium oksidaze u krvi i tkivu plavoperajnih tuna u 
Atlantskom oceanu zaključili da u tom području postoji samo jedna populacija. Njihovi 
rezultati su bili u skladu s istraživanjem Mather (1969) koji je zabilježio da tune iz 
Biskjaskog zaljeva i zapadnog dijela Atlantskog oceana pripadaju jednoj populaciji koja ima 
povremene transatlantske migracije. Ward (1995) je koristio alozime za istraživanje struktura 
stokova atlantske plavoperajne tune T. thynnus iz Atlantskog oceana i žutoperajne tuna T. 
albacares iz Tihog oceana, ali nije pronašao značajnu genetičku raznolikost između 
istraživanih vrsta zbog nedovoljnog polimorfizma alozima. Pujolar i Pla (2000) su između 
uzorkovanih jedinki iz sjeverozapadnog dijela Atlantskog oceana i Sredozemnog mora 
pronašli varijacije te su zaključili da su to dvije različite populacije. S druge strane, kod 
uzoraka iz Sredozemnog mora su zabilježili homogenost što je dovelo do zaključka o 
vjerojatnom postojanju panmiktične populacije u tom području. Slični rezultati su zabilježeni 
i u istraživanju Pujolar i sur. (2003) koji su koristeći alozime pronašli male razlike između 
uzoraka istočnog i zapadnog stoka iz Atlantskog oceana, dok između uzoraka unutar 
Sredozemnog mora nije bilo razlika. Ti rezultati su vjerojatno bili povezani s malim brojem 
uzorkovanih jedinki i načinom uzorkovanja budući da su uzorci zapadnog stoka uzeti duž 
obale Sjedinjenih Američkih Država gdje dolazi do miješanja oba stoka tijekom migracija, 
što je moglo utjecati na pogrešno razaznavanje njihove strukture (Rooker i sur., 2007). 
Međutim, unatoč činjenici da su se alozimi pokazali znatno bržim i jeftinijim od metoda koje 
su koristile DNA, uslijed pojave suprotnih rezultata o strukturi populacije, zaključeno je da su 
alozimi preslabi kao biljezi za istraživanja populacijske genetike morskih riba (Boustany i 
sur., 2008; Carlsson i sur., 2004, 2007; Ely i sur., 2002; Ferguson i Danzmann,1998; Kumar i 
Kocour, 2015; Larsson i sur., 2007; Pujolar i sur., 2003; Takagi i sur., 1999). 
Kontrolna regija mtDNA kod roda Thunnus je veoma polimorfna stoga su mnogi 
znanstvenici ovom metodom proučavali razlike između vrsta tuna unutar roda Thunnus te 
varijacije između populacija određene vrste (Alvarado Bremer i sur., 1997; Amaral i sur., 
2017; Dalziel i sur., 2005; Nakadate i sur., 2011; Kumar i Kocour, 2015; Viñas i Tudela, 
2009; Viñas i sur., 2011), ali rezultati su često bili kontradiktorni. Alvarado Bremer i sur. 
(1999) su koristeći mtDNA pronašli razlike između populacija iz Sredozemnog mora i 
zapadnog dijela Atlantskog oceana, ali stupanj raznolikosti je bio slabo definiran te su 
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naglasili da ga treba potvrditi većim brojem uzoraka. Boustany i sur. (2008) i Carlsson i sur. 
(2004, 2007) su također pronašli razlike između populacija iz Meksičkog zaljeva i 
Sredozemnog mora te između uzoraka unutar Sredozemnog mora, ali su istraživanja proveli 
na juvenilnim “young-of-the-year” tunama (YOY), za koje je osobito da se nakon mrijesta 
određeno vrijeme zadržavaju u blizini područja mrijesta, i na ribama za koje se točno znalo 
područje mrijesta što je moglo utjecati na strukturiranost rezultata koje možda ne bi bilo da su 
uzorkovane odrasle jedinke. Viñas i sur. (2001) su pronašli značajnu raznolikost između 
uzoraka s tri postaje u Sredozemnom moru, ali budući da je kod jedne postaje uzorkovan mali 
broj uzoraka, zaključili su da je to moglo imati utjecaj na rezultate. Viñas i Tudela (2009) su 
istraživanje proveli na tri vrste roda Thunnus (T. thynnus, T. orientalis i T. obesus) 
korištenjem nekoliko genetičkih biljega: mtDNA, mtDNA citokrom C oksidaze podjedinica 1 
(engl. Cytochrome Oxidase subunit I; COI), nuklearne regije rDNA unutrašnjeg 
transkribiranog prostora (engl. Internal Transcribed Spacer; ITS) i FINS metode (engl. 
Forensically Informative Nucleotide Sequencing). Kombinacijom FINS metode, te 
mitohondrijskog i nuklearnog biljega zabilježene su razlike između istraživanih vrsta, dok se 
COI biljeg, često korišten za DNA barkoding (Ko i sur., 2013; Ward i sur., 2005), pokazao 
preslabim za razlikovanje manjih razlika između vrsta. Iako se mtDNA pokazala veoma 
korisnom u provođenju genetičkih analiza kod različitih vrsta tuna, utvrđeno je da ipak ima 
nedovoljnu snagu kao genetički biljeg za otkrivanje razlika među stokova, a budući da se 
nasljeđuje samo s majčine strane, prati razlike samo u jednom spolu, što također može 
utjecati na rezultate (Kumar i Kocour, 2015).  
Mikrosateliti su se pokazali najpreciznijima za istraživanje genetičkih varijacija kod 
tuna u Atlantskom oceanu i Sredozemnom moru (Antoniou i sur., 2017; Broughton i Gold 
1997; Carlsson i sur., 2004, 2007; Ely i sur., 2002; Ferrara i sur., 2010; Nikolić i sur., 2015; 
Riccioni i sur., 2010b, 2013, 2017; Viñas i sur., 2001, 2003, 2011). Broughton i Gold (1997) 
su pomoću novorazvijenih početnica pronašli varijacije između uzoraka iz Meksičkog 
zaljeva, Sjevernog dijela Atlantskog oceana, Sredozemnog mora i Tihog oceana. Međutim, 
zbog malog broja uzorkovanih jedinki napomenuli su da se rezultati trebaju interpretirati s 
oprezom. Slična situacija je zabilježena i kod istraživanja Takagi i sur. (1999) koji su između 
uzoraka iz sjeverozapadnog dijela Atlantskog oceana i Sredozemnog mora zabilježili 
raznolikost, ali su komentirali da je za provođenje istraživanja u bliskom području potreban 
mnogo veći broj uzoraka. Carlsson i sur. (2007) koristeći mtDNA nisu pronašli razlike 
između uzoraka juvenilnih tuna iz zapadnog dijela Sredozemnog mora i Meksičkog zaljeva, 
međutim kada su uključili i mikrosatelite, zabilježili su malu, ali značajnu razliku.  
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Zbog geografskih osobina, relativno zatvorenog područja i zabilježene homogenosti između 
uzoraka, dugo se smatralo da unutar Sredozemnog mora postoji jedna panmiktična 
populacija. Međutim, brojna istraživanja su davala suprotne rezultate. Carlsson i sur. (2004) 
su koristeći devet mikrosatelitnih lokusa i mtDNA zabilježili slabu, ali značajnu genetičku 
raznolikost između juvenilnih jedinki uzorkovanih u Tirenskom i Jonskom moru, te zaključili 
da postoje razlike između ta dva područja i da su to očito odvojene populacije. Na razvoj i 
uzrok tih razlika vjerojatno su utjecali različiti oceanografski uvjeti u tim područjima, 
naročito salinitet i srednje temperature na površini (Carlsson i sur., 2004; Millot, 1999; 
Riccioni i sur., 2013; Rooker i sur., 2007). Njihove rezultate su potvrdili Riccioni i sur. 
(2010b, 2013) koji su uz uključivanje povijesnih podataka pokazali da su razlike unutar 
Sredozemnog mora zabilježene i davno prije, a mogle su nastati zbog različitih okolišnih 
parametara u područjima mrijesta. Viñas i sur. (2011) analizom uzoraka iz istočnog i 
zapadnog dijela Sredozemnog mora pomoću mikrosatelita i mtDNA nisu pronašli značajne 
različitosti. Međutim, iako su njihovi rezultati generalno potvrdili postojanje jedne 
panmiktične populacije, te nedostatak diferencijacije unutar Sredozemnog mora, što je u 
skladu s istraživanjima na velikim pelagičkim vrstama u oceanima (Graves, 1998; Palumbi, 
1994), te činjenice o smanjenom broju jedinki u stokovima, autori su predložili odvojen način 
upravljanja stokovima tuna u istraživanim područjima kako bi se minimalizirala šteta koja 
može biti učinjena ako ta razlika zaista postoji. Postojanje panmiktične populacije i 
nepostojanje značajne genetičke diferencijacije između jedinki uzorkovanih duž 
Sredozemnog mora koristeći mikrosatelite zabilježili su i Vella i sur. (2016) pretpostavivši da 
dolazi do protoka gena tijekom migracijskog kretanja tuna u razdoblju mrijesta. Naveli su da 
je nužno provesti dodatna istraživanja migracijskih putova kako bi se razjasnile nedoumice u 
kolikoj mjeri dolazi do odvajanja genetičkog materijala u različitim područjima mrijesta. 
Antoniou i sur. (2017) su koristeći mikrosatelite i polimorfizme jednog nukleotida (SNP) 
usporedili jedinke uzorkovane duž cijelog Sredozemnog mora i obale sjeverne Afrike te 
pokušali pomoću selektivno neutralnih procesa otkriti postojanje prirodnih barijera i 
procijeniti razinu protoka gena. Zabilježili su nisku razinu genetičke diferencijacije što je 
zabilježeno kod migratornih morskih vrsta s visokim potencijalom protoka gena. Riccioni i 
sur. (2017) su koristeći EST-SSR istraživali genetičku diferencijaciju i dinamiku populacija 
T. thynnus u Sredozemnom moru. Rezultati nisu pokazali prisutnost selektivnog pritiska na 
EST-SSR niti značajnu različitost među uzorcima što su autori pripisali niskoj stopi 
polimorfizma EST-SSR biljega te zaključili da oni nisu prikladni za detekciju genetičke 
različitosti između populacija tuna u usporedbi s neutralnim mikrosatelitima (Riccioni i sur., 
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2010b, 2013). Stoga, ni tom metodom populacijska dinamika atlantskih plavoperajnih tuna u 
Sredozemnom moru nije u potpunosti razjašnjena, te su potrebna daljnja istraživanja koja će 
uključivati veći broj uzoraka, te uzorkovanje u područjima mrijesta i na YOY tunama kao što 
su radili Carlsson i sur. (2004, 2007), te Boustany i sur. (2008).  
Od navedenih metoda za istraživanje, genetički biljezi i biogeokemijske analize tvrdih 
struktura su pokazali najveći potencijal u istraživanjima strukturiranosti i dinamike 
populacija atlantske plavoperajne tune, te bi njihovo korištenje u kombinaciji s ostalim 
metodama poput terenskog promatranja i elektroničkog tagiranja trebalo proširiti dodatnim 
brojem uzoraka i standardiziranim metodama uzorkovanja, obrade uzoraka i analize rezultata, 
kako bi se mogućnost suprotnih rezultata svela na najmanju razinu, te postavio pravilan plan 
očuvanja ove vrste. 
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3. MATERIJALI I METODE 
 
3.1.  Prikupljanje uzoraka atlantske plavoperajne tune Thunnus thynnus 
 
Uzorkovanje je provedeno na uzgajalištu Sardina d.o.o. smještenom u blizini južne obale 
otoka Brača (43°28'77.04” N, 16°48’28.06” E) u Jadranskom moru u razdoblju između 2009. 
i 2014. godine (Slika 5). Uzorkovane su repne peraje 334 atlantske plavoperajne tune T. 
thynnus tijekom dva uzastopna ciklusa kaveznog uzgoja; prilikom ulaza novoulovljenih 
juvenilnih divljih populacija u uzgoj u proljeće 2009 i 2012. godine (divlje populacije, 
Tablica 2), te prilikom izlova istih populacija nakon uzgojnog ciklusa u trajanju od otprilike 
2,5 godine (uzgojne populacije, Tablica 2). Uzorci su pohranjeni u 96% etilnom alkoholu i 
čuvani na +4 ºC do njihove obrade. 
 
 
 
Slika 5. Lokacija uzgajališta atlantske plavoperajne tune T. thynnus u blizini južne obale 
otoka Brača u Jadranskom moru. 
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Tablica 2. Broj prikupljenih uzoraka atlantske plavoperajne tune T. thynnus tijekom dva uzastopna 
uzgojna ciklusa na uzgajalištu u blizini južne obale otoka Brača u Jadranom moru 
 
Ime populacije 
Skraćeni naziv 
populacije 
Godina 
uzorkovanja 
Broj 
uzoraka 
Uzgojni 
ciklus 
Divlja populacija2009 D1 2009 100 1. 
Uzgojna populacija2011 U1 2011 95 1. 
Divlja populacija2012 D2 2012 55 2. 
Uzgojna populacija2014 U2 2014 84 2. 
 
3.2.  Izolacija ukupne DNA 
 
Izolacija ukupne genomske DNA (gDNA) je izvršena prema modificiranom protokolu 
izolacije DNA iz sisavaca korištenjem izopropilnog alkohola (Laird i sur., 1991).  
Kemikalije korištene u ovom istraživanju su: 
- lizirajući pufer (engl. lysis buffer; 1 M Tris-HCl, 0,5 M EDTA, 5 M NaCl, 10% SDS, pH 
7,5) 
- enzim proteinaza K (koncentracije 20 mg/ml; Thermo Fisher Scientific, USA) 
- etilni alkohol (Sigma Aldrich, SAD) 
- izopropilni alkohol (Kemika, Hrvatska) 
- TE pufer (10 mM Tris-HCl; 1 mM EDTA, pH=8,0) 
- Kit 2xType-it Microsatellite PCR Master Mix (QIANGEN, USA). Kit se sastoji od Master  
  Mix-a koji sadrži optimizirane koncentracije HotStarTaq DNA polimeraze, MgCl2,  
  deoksinukleozid trifosfate (dNTP) i pufer koji ima uravnoteženu kombinaciju soli i  
 dodataka tako da osigurava učinkovito vezanje i produljenje svih početnica u reakciji 
- agaroza (Sigma-Aldrich, USA)  
- SYBR-Safe DNA interkalirajuća boja (Invitrogen, USA) 
- LB pufer (engl. loading buffer; 10 mM Tris-HCl (pH= 7,6); 0,03% bromophenol blue,  
  0,03% xylene cyanol FF; 60% glycerol; 60 mM EDTA, pH=8,0)  
- GeneRuler 100 bp; 0,1 μg/ml, 50 μg (ThermoFisher Genomics, EU) 
- miliQ voda (engl. double destilated water; ddH2O) 
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Oprema i materijal korišteni u ovom istraživanju: 
- mikropipete (Gilson, USA) 
- 0,2 ml mikrotubice (RNAse, DNAse and PCR inhibitors-free, Sigma-Aldrich, USA) 
- 1,5 ml plastične tubice (Eppendorf, EU) 
- 96-jažične ploče (Life Technologies, USA) 
- mikrocentrifuga (Eppendorf, EU)  
- mješalica/vortex (IKA India Private Limited) 
- termomješalica (Biosan) 
- spektrofotometar (Jenway, Bibby Scientific, UK) 
- PCR uređaj MyCycler™ Thermal Cycler System (Bio-rad) 
- uređaju za elektoforezu (EPS 600, Pharmacia Biotech)  
- UV transiluminator (Vilber Lourmat)  
- digitalni fotoaparat 
- genski analizator (ABI3730xl DNA Analyzer, Applied Biosystems) 
 
3.2.1. Postupak izolacije DNA 
 
1. Komadić repne peraje (dužine oko 5 mm) je izrezan, usitnjen pomoću škarica u Petrijevoj 
zdjelici. Nakon svakog uzorka pribor i zdjelica su isprani 70%-tnim etilnim alkoholom. 
2. U sterilne plastične tubice (2 ml) dodano je 200 µl lizirajućeg pufera, usitnjeno tkivo repne 
peraje, 4 µl enzima proteinaze K koncentracije 20 mg/ml koja degradira tkivne proteine. 
Mješavina je dobro promiješana koristeći vortex uređaj, te inkubirana 12 h u termomiješalici 
na temperaturi od 55 ºC.  
3. Nakon inkubacije lizirani uzorak je kratko izmiješan, te je smjesa centrifugirana 10 minuta 
na 13000 okretaja/min u mikrocentrifugi. 
4. Supernatant je pomoću mikropipete otpipetiran u nove sterilne plastične tubice, dodan je 
jednaki volumen izopropilnog alkohola, smjesa je dobro promiješana, te ponovo 
centrifugirana 10 minuta na 13000 okretaja/min kako bi se DNA istaložila.  
5. Supernatant je mikropipetom pažljivo odstranjen te su tubice ostavljene oko 15 minuta na 
zraku kako bi sav izopropilni alkohol ispario. 
6. Talog DNA u svakoj tubici je ispran s 500 µl 70%-tnog etilnog alkohola. Smjesa u 
tubicama je pažljivo promiješana te ponovo centrifugirana 10 minuta na 13000 okretaja/min.  
7. 70%-tni etilni alkohol je iz svake tube mikropipetom pažljivo otpipetiran, a tubice su 
ostavljene na zraku oko 30 minuta kako bi preostali etilni alkohol ispario.  
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8. Nakon sušenja, talog DNA je otopljen u 20-40 µl TE pufera ovisno o njegovoj veličini. 
Tubice su označene i ostavljene preko noći na 4 ºC kako bi se DNA potpuno otopila, a 
sutradan su pohranjene na -20 ºC. 
  
3.2.2. Određivanje koncentracije i čistoće DNA pomoću UV spektrofotometrije  
 
Koncentracija i čistoća izolirane genomske DNA svih uzoraka provjerena je UV 
spektrofotometrom u odnosu na TE pufer kao slijepu probu. 
Koncentracija se odredila mjereći količinu apsorbiranog zračenja od nukleotidnih baza na 
260 nm, a izrazila u ng/µl.   
Čistoća se odredila temeljem omjera valnih duljina 260/280 nm koji upućuje na 
kontaminaciju proteinima i idealno iznosi 1,8-2,0. Vrijednosti manje od 1,8 ukazuju na 
kontaminaciju proteinima ili fenolima, a vrijednosti veće od 2,0 na kontaminaciju s RNA. 
Nadalje, odredio se omjer 260/230 nm koji poprima vrijednosti >1,8 za čistu DNA, a ako to 
nije slučaj, upućuje na prisutnost kontaminirajućih spojeva kao što su proteini, polifenoli, 
ugljikohidrati.  
3.2.3. Razrjeđenje uzoraka DNA na koncentraciju od 10 ng/µl 
 
Budući da je za svaki uzorak pomoću UV spektrofotometra očitana različita 
koncentracija i čistoća izolirane genomske DNA, svi uzorci su razrijeđeni na jedinstvenu 
koncentraciju od 10 ng/µl. Razrjeđenja su napravljena mikropipetiranjem iz originalne tubice 
određenog volumena uzorka, izračunatog prema formuli ((a*b)/c), koji se prebacio u novu 
sterilnu plastičnu tubicu u koju je dodan volumen miliQ vode, izračunat prema formuli (b-
((a*b)/c)). 
a - ciljana koncentracija uzorka (10 ng/µl) 
b - volumen miliQ vode s kojom se uzorak razrjeđuje (50 µl) 
c - početna koncentracija uzorka 
 
3.3.  Razvijanje novih EST-SSR početnica za atlantsku plavoperajnu tunu Thunnus thynnus 
 
EST-SSR molekularni biljezi korišteni u ovoj studiji su prethodno opisani i razvijeni na 
temelju normalizirane cDNA knjižnice izgrađene od transkripata različitih tkiva vrste 
Thunnus thynnus, kako je opisano u Trumbić, 2015. Za potrebe ovog istraživanja je 
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odabrano 25 lokusa u blizini gena s potencijalnom ulogom u imunološkom odgovoru, 
odgovoru na stres ili prijenosu signala na kojima su osmišljene specifične početnice koje 
omeđuju ponavljajuće regije mikrosatelita korištenjem računalnog programa Primer3 
(Untergasser i sur., 2012). 
 
3.4. Umnožavanje (amplifikacija) mikrosatelitnih lokusa u lančanoj reakciji polimerazom 
(PCR)  
 
Lančanom reakcijom polimeraze (PCR) testirane su sve novorazvijene početnice na 
različitim temperaturama spajanja početnica (58-62 °C) i slučajno odabranim uzorcima dok 
nije pronađena optimalna temperatura na kojoj se najveći broj lokusa uspješno umnožio. PCR 
reakcije su provođene u sterilnim mikrotubicama od 0,2 ml koristeći PCR uređaj. Za PCR 
reakciju korišten je 2xType-it Microsatellite PCR Master Mix (QIAGEN, USA) koji je 
razvijen za umnažanje združenih PCR reakcija u analizama minisatelita i mikrosatelita u 
populacijskoj genetici.  
Ukupni volumen PCR smjese je bio 5 µl, a sastavnice reakcijske smjese su navedene u 
Tablici 3. 
Tablica 3. Sastavnice reakcijske smjese za provođenje PCR reakcije testiranja novorazvijenih 
početnica za atlantsku plavoperajnu tunu T. thynnus  
 
Reakcijska smjesa Volumen za 1 reakciju (µl)  
2xType-it Multiplex PCR Master Mix 2,5 
Master mix Mix početnica (F+R) 0,5 
H2O 1 
DNA 1  
 
Svaki par početnica je testiran kroz niz kombinacija, mijenjajući temperaturu spajanja 
početnica, koncentraciju početnica u PCR reakcijskoj smjesi, te broj ciklusa tijekom PCR 
reakcije. Nakon nekoliko uzastopnih pozitivnih rezultata umnažanja svakog para početnica 
zasebno, zabilježeni su njihovi optimalni uvjeti, te su odabrani slijedeći uvjeti za izvođenje 
PCR reakcije: 
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1) 95 ºC/ 5 min (početna denaturacija; engl. initial denaturation) 
2) 30 ciklusa: 95 ºC/ 30 sek (denaturacija; engl. denaturation) 
                  60 ºC/ 90 sek (spajanje početnica; engl. annealing) 
                  72 ºC/ 30 sek (produljenje početnica; engl. elongation) 
3) 60 ºC/ 30 min (završno produljenje umnoženih slijedova DNA; engl. final elongation) 
 
3.4.1.  Provjera umnažanja PCR produkta elektroforezom u agaroznom gelu 
 
 Rezultati umnažanja su provjereni gel elektroforezom u 2% agaroznom gelu. Gel je 
napravljen otapanjem 1 g agaroze u 50 ml 1X TAE pufera. U otopljenu agarozu je dodano 3 
µl SYBR-Safe DNA interkalirajuće boje koja omogućava vizualizaciju DNA na UV 
transiluminatoru. PCR produkti (5 μl) su pojedinačno izmiješani s LB puferom i naneseni u 
jažice u agaroznom gelu. U prvu jažicu je nanesen samo biljeg poznatih veličina DNA 
fragmenata (100 pb, 200 pb, 300 pb, 400 pb, 500 pb, itd., do 1000 pb) koji je poslužio za 
određivanje duljina umnoženih DNA fragmenata. Elektroforeza se provodila na sobnoj 
temperaturi u uređaju za elektroforezu pri naponu od 70 V i trajanju od 20 minuta. Gelovi su 
vizualizirani na UV transiluminatoru te fotografirani pomoću digitalnog aparata.  
 
3.4.2. Optimizacija združene (engl. multiplex) PCR reakcije 
 
Nakon temeljitog testiranja svih početnica odabrano je njih 15 za daljnju analizu i 
optimizaciju u združenoj PCR reakciji (engl. Multiplex Polymerase Chain Reaction; 
multiplex PCR). Prema osobinama početnica, kao što je dužinski raspon svakog pojedinog 
produkta te teoretska optimalna temperatura na kojoj su se lokusi prethodno umnažali, 
određeno je da se sve početnice koriste u jednoj združenoj reakciji, te su sve uzvodne 
početnice označene fluorescentnim bojama (NED - žuta boja, PET - crvena boja, VIC - 
zelena boja, 6FAM - plava boja).  
Početnice su naručene od proizvođača (Life Technologies, USA; Applied Biosystems & 
Invitrogen) te su otopljene u TE puferu prema uputama kako bi se dobila stock otopina 
koncentracije 100 µM, od koje su napravljene radne otopine početnica. Napravljene su četiri 
radne otopine početnice kako bi se olakšala priprema združene PCR reakcije; tri otopine koje 
su sadržavale četiri para početnica i jedna koja je sadržavala tri para početnica, svaka 
koncentracije 2 µM (Tablica 4). 
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Tablica 4. Izračun za izradu radnih otopina početnica za provođenje združene (engl. 
multiplex) PCR reakcije 
 
ŽUTI MIX      
Lokus F R Mix početnica H2O Ukupni volumen 
Tth3 2 µl 2 µl 16 µl 34 µl 50 µl 
Tth12 2 µl 2 µl    
Tth18 2 µl 2 µl    
Tth19 2 µl 2 µl    
 
ZELENI MIX      
Lokus F R Mix početnica H2O Ukupni volumen 
Tth5 2 µl 2 µl 16 µl 34 µl 50 µl 
Tth11 2 µl 2 µl    
Tth15 2 µl 2 µl    
Tth23 2 µl 2 µl    
 
PLAVI MIX      
Lokus F R Mix početnica H2O Ukupni volumen 
Tth13 2 µl 2 µl 16 µl 34 µl 50 µl 
Tth22 2 µl 2 µl    
Tth24 2 µl 2 µl    
Tth25 2 µl 2 µl    
 
CRVENI MIX      
Lokus F R Mix početnica H2O Ukupni volumen 
      
Tth1 2 µl 2 µl 12 µl 38 µl 50 µl 
Tth2 2 µl 2 µl    
Tth14 2 µl 2 µl    
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Združene PCR reakcije su pripremljene u mikrotubicama (0,2 ml), a ukupni volumen 
reakcijske smjese je bio 5 µl (Tablica 5).  
 
Tablica 5. Sadržaj PCR reakcijske smjese za umnožavanje mikrosatelitnih lokusa u združenoj 
(engl. multiplex) PCR reakciji  
 
Reakcijska smjesa Volumen za 1 reakciju (µl)  
2xType-it Microsatellite PCR Master Mix 2,5 
Master mix 
ŽUTI MIX 0,25 
ZELENI MIX 0,25 
PLAVI MIX 0,25 
CRVENI MIX 0,25 
H2O 0,50 
DNA 1  
 
Uvjeti za izvođenje združene (engl. multiplex) PCR reakcije bili su slijedeći: 
1) 95 ºC/ 5 min (početna denaturacija; engl. initial denaturation) 
2) 28 ciklusa: 95 ºC/ 30 sek (denaturacija; engl. denaturation) 
                  60 ºC/ 90 sek (spajanje početnica; engl. annealing) 
                  72 ºC/ 30 sek (produljenje početnica; engl. elongation) 
3) 60 ºC/ 30 min (završno produljenje umnoženih slijedova DNA; engl. final elongation)  
 
Nakon završetka PCR reakcije, produkti su pojedinačno prebačeni u označene jažice 
u sterilnoj 96-jažičnoj ploči i poslani na analizu u Macrogen servis u Republici Koreji, gdje 
su analizirani u genskom analizatoru (ABI3730xl DNA Analyzer, Applied Biosystems) kako 
bi se odredila dužina alela mikrosatelitnih lokusa. 
 
3.5. Statistička obrada podataka 
Analiza elektroferograma (ispis genskog analizatora) je izrađena u računalnom 
programu GeneMapper 3.2 (Applied Biosystems). Svaki elektroferogram su očitale dvije 
osobe kako bi se izbjegle pogreške u očitavanju podataka. 
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Računalnim programom MICROCHEKER 2.2.3 (Van Oosterhout i sur., 2004) testirano je 
postojanje pogreški kod umnažanja (nul aleli i lažni aleli), koje nastaju uslijed greški pri 
rukovanju s uzorcima, pipetiranju i umnažanju tijekom PCR reakcije. Prisutnost i učestalost 
nul alela dodatno su procjenjeni koristeći računalni program FreeNA (Chapuis i Estoup, 
2007) pomoću algoritma očekivanja i maksimizacije (engl. Expectation-Maximization 
Algorithm). Program primjenjuje metodu korekcije ENA (engl. Excluding Null Alleles) za 
učinkovito ispravljanje pozitivne pristranosti uzrokovane prisutnošću nul alela u FST procjeni.  
Računalni program POWSIM 4.1 (Ryman i Palm, 2006) korišten je za analizu statističke 
snage testa (engl. power analysis) kako bi se provjerilo da li je veličina uzorka u ovom 
istraživanju dovoljna za uočavanje statističke razlike u veličini učinka, ukoliko takva postoji. 
Snaga testa ovisi o veličini uzorka, veličini učinka, razini značajnosti i snazi korištenog 
statističkog testa. Njene vrijednosti imaju raspon od 0,0 do 1,0, a vrijednost ≥ 0,80 potvrđuje 
da promatrani nezavisni t-test ima dovoljnu snagu. Provedene su različite simulacije koje su 
uključivale 4 podpopulacije FST raspona od 0,001 do 0,01, te različite kombinacije efektivne 
veličine populacije (Ne) i broja generacija (t) po vrijednosti FST-a.  
Računalni program ARLEQUIN 3.5 (Excoffier i Lischer, 2010) je korišten za procjenu 
frekvencija alela, ukupnog broja alela u populaciji, prosječnog broja alela po lokusu, 
zapažene heterozigotnosti (Ho) i očekivane heterozigotnosti (He), te za testiranje Hardy-
Weinbergove ravnoteže pri čemu je korišten Markov chain test s 1.000.000 ponavljanja. Ovaj 
program je također korišten za određivanje stupnja neravnoteže vezanja (engl. Linkage 
Disequilibrium; LD) korištenjem 10.000 permutacija. Lokusi koji se nalaze relativno blizu 
često se nasljeđuju zajedno i među njima postoji neravnoteža vezanja pa nisu neovisni jedan 
od drugoga što znatno smanjuje učinkovitost statističkih testova. Za određivanje razine 
značajnosti, p vrijednosti su korigirane primjenom Bonferronijeve metode za višestruko 
testiranje (Rice, 1989). Navedenim programom određen je protok gena između uzorkovanih 
populacija putem FST vrijednosti za ukupni set podataka (engl. global FST value) i za sve 
parove populacija (engl. pairwise FST value) (Weir i Cockerham, 1984). Isti softverski paket 
je korišten i za određivanje razine značajnosti FST vrijednosti između analiziranih parova 
populacija uporabom testa permutacija, pri čemu je broj permutacija podešen na 10.000, dok 
je razina značajnosti određena nakon primjene Bonferronijeve korekcije (Rice, 1989). 
Genetička diferencijacija između parova populacija je definirana kao niska ukoliko su FST 
vrijednosti bile manje od 0,05; FST vrijednosti u rasponu od 0,05 do 0,15 su ukazivale na 
srednju razinu diferencijacije između populacija; FST vrijednosti u rasponu od 0,15 do 0,25 su 
ukazivale na visoku razinu diferencijacije između populacija, dok su na veoma visoku 
 43 
diferencijaciju ukazivale FST vrijednosti veće od 0,25 (Wright, 1978). Razdioba genetičke 
varijacije između i unutar uzorkovanih populacija pomoću analize molekularne varijance 
(engl. Analysis of Molecular Variance; AMOVA) i procjenom fiksacijskog indeksa (FST) 
određena je korištenjem programa ARLEQUIN 3.5 (Excoffier i Lischer, 2010). Statistička 
značajnost je procijenjena korištenjem 2000 permutacija.  
Računalni program FSTAT 2.9.3.2 (Goudet, 2002) je korišten za procjenu alelnog bogatstva 
(engl. allelic richness), mjere broja alela po lokusu neovisno o veličini uzorka, te za izračun 
koeficijenta križanja u bliskom srodstvu (engl. Fixation index; FIS). 
Multivarijantna diskriminativna analiza glavnih komponenti (DAPC) je korištena za analizu i 
vizualizaciju genetičke strukture populacija T. thynnus iz dva uzastopna ciklusa uzgoja 
(Jombart, 2008). Optimalan broj glavnih komponenti koje najbolje opisuju većinu izvora 
varijacija u podatcima s najnižom stopom pogreške je određen postupkom unakrižne 
validacije pomoću stratificiranog slučajnog uzorkovanja s 1000 iteracija. 
Računalni program STRUCTURE 2.3.4 (Falush i sur., 2003; Pritchard i sur., 2000) je 
korišten za određivanje genetičke strukture populacija i pripadnost jedinki određenom 
klasteru obradom frekvencije alela svakog ispitivanog lokusa u analiziranim populacijama. 
To je softverski paket baziran na Bayesovoj klaster metodi s primjenom u analizi genetičke 
strukture populacija. Parametri korišteni u program su bili: “Length of Burnin Period” 
10.000, “Number of MCMC (Monte Carlo Markov Chain) Repeats after Burnin” 100.000, 
upotrebljen je “admixture“ model, vrijednost broja klastera (K) je podešena na 1-5, a za 
svaku K vrijednost broj nezavisnih ponavljanja je bio 20. U cilju određivanja najvjerojatnijeg 
broja klastera (K) u analiziranom uzorku od 334 tune primijenjena je ad hoc statistička ΔK 
metoda (Evanno i sur., 2005) koja se zasniva na pronalaženju promjena u logaritamskoj 
vjerojatnosti lnP(K) podataka između uzastopnih K vrijednosti. Koristeći online računalni 
program STRUCTURE HARVESTER 0.6.94 grafički su prikazani dobiveni rezultati (Earl i 
von Holdt, 2012).  
Računalni programi LOSITAN (Antao i sur., 2008) i BayeScan 2.1 (Foll, 2012) su korišteni 
za utvrđivanje lokusa koji odstupaju od neutralnosti. Program LOSITAN je pokrenut 
korištenjem modela mutacija u koracima (engl. stepwise mutation model) prema navedenim 
parametrima: 50.000 simulacija, 95% intervala pouzdanosti, “Force mean FST" i pogrešnom 
brzinom otkrivanja (FDR) od 0,05. Za provođenje BayeScan analize korišteni su parametri: 
“prior odds 10“, „samples size 5000“, „thinning interval 10.000“, „pilot runs 20“, „pilot run 
length 5000“, „additional burn-in 50.000“. Program provodi Bayesovu metodu za procjenu 
posteriorne vjerojatnosti da je svaki lokus podložan selekciji. Odluka da li je lokus pod 
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selekcijom ili ne, donesena je prema tumačenju Bayesovog faktora koji se izračunava za 
svaki lokus i predstavlja vjerojatnost da je lokus pod djelovanjem selekcije (log10(BF) > 0,5 
„substantial“; 1,5-2,0 „very strong“; > 2,0 „decisive“) (Jeffreys, 1998). Ovisno da li Bayesov 
faktor ima pozitivnu ili negativnu vrijednost, može se zaključiti da li je u pitanju pozitivna ili 
balansirana selekcija. Pozitivna selekcija će povećati diferencijaciju, a smanjiti varijabilnost 
unutar određene regije, dok će balansirana selekcija imati suprotan učinak. 
 
4. REZULTATI 
 
4.1. Analiza novorazvijenih EST-SSR početnica za atlantsku plavoperajnu tunu Thunnus  
      thynnus 
 
Razvijeno je 25 novih biljega, od kojih se njih 14 nalazilo u kodirajućoj regiji u 
genomu, a 11 u UTR regijama. U kodirajućoj regiji je deset biljega (Tth8, Tth9, Tth10, 
Tth14, Tth15, Tth16, Tth21, Tth22, Tth24 i Tth25) imalo trinukleotidna ponavljanja, tri 
biljega (Tth1, Tth2 i Tth20) su imala tetranukleotidna ponavljanja, a jedan biljeg (Tth5) je 
imao pentanukleotidno ponavljanje. U UTR regijama su četiri biljega (Tth11, Tth12, Tth13 i 
Tth23) imala dinukleotidna ponavljanja, tri biljega (Tth17, Tth18 i Th19) su imala 
trinukleotinda ponavljanja, dva biljega (Tth3 i Tth4) su imala tetranukleotidna ponavljanja, 
jedan biljeg (Tth7) je imalo pentanukleotidno ponavljanje, a jedan (Tth6) heksanukleotidno 
ponavljanje. 
Nakon testiranja svih novorazvijenih 25 početnica na različitim temperaturama 
spajanja početnica, za daljnje analize odabrano je njih 15 (Tth1, Tth2, Tth3, Tth5, Tth11, 
Tth12, Tth13, Tth14, Tth15, Tth18, Tth19, Tth22, Tth23, Tth24 i Tth25) koje su rezultirale 
uspješnom amplifikacijom i jednim PCR produktom pri temperaturi od 60 ºC (Tablica 6).  
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Tablica 6. Opis osobitosti testiranih i odabranih mikrosatelitnih početnica za atlantsku plavoperajnu tunu T. thynnus 
 
Lokus 
Sljedovi uzvodnih (F) i nizvodnih (R) 
početnica 
Fluorescentna 
boja uzvodne 
(F) početnice 
Mikrosatelitni 
motiv 
Raspon 
PCR 
produkta 
(pb) 
Regija u 
genomu 
Oznaka i 
anotacija gena 
Tth1 
(F) GTCATCATCTTCGAGAGCGTC 
(R) GTGTCGGCCATCTTGTTGTAG 
PET (TCCG)7 98-154 Kodirajuća 
slc6a8; solute carrier family 
6 (neurotransmitter 
transporter, creatine), 
member 8 
Tth2 
(F) AGAATGTGTTTGGCTGCTGATA 
(R) TTCGTCTCTTTCTTTCACGACA 
PET (AAAC)5 148-188 Kodirajuća 
nampta; nicotinamide 
phosphoribosyltransferase-
like 
Tth3 
(F) GGGACACAGATTGATAAAGACAC 
(R) CCACTGACGCCATGACAC 
NED (CAGA)6 81-129 5' UTR 
scn4ba; sodium channel, 
voltage-gated, type IV, beta a 
Tth4 
(F) TGTCCAACTACCCTACCCTAATTTT 
(R) ACCGACCGACACCAACTAACT 
/ (GTTA)5 294-334 3' UTR cnn2; Calponin 2 
Tth5 
(F) ACGACATCCAGACCAAGAGAAG 
(R) AGGAAACAAACCACCTGAGTGA 
VIC (ACTGA)6 192-252 Kodirajuća 
polr2d ; polymerase (RNA) 
II (DNA directed) 
polypeptide D 
Tth6 
(F) GTACCGTCCTTCCCTTCCC 
(R) TCGTTTCGTTCTTACTTCCTTACC 
/ (CCCTTC)5 74-134 3' UTR 
nkapl; NFKB activating 
protein-like 
Tth7 
(F) GTTGCCACTGCTCCTCCC 
(R) GTGGTATCAACGCAGAGTACGG 
/ (TTTTG)5 103-153 3' UTR 
mapk1; mitogen-activated 
protein kinase 1 
Tth8 
(F) TATCAACGCAGAGTACGGGG 
(R) ATTCCTGTCTGGTGAGAGCAGT 
/ (GCT)10 99-159 Kodirajuća 
cysltr1; cysteinyl leukotriene 
receptor 1 
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Tth9 
(F) ACTACGTCACACCTGTCAATCG 
(R) CTAAGCAGTGGTATCAACGCAG 
/ (AAC)11 142-208 Kodirajuća 
grb2; growth factor receptor-
bound protein 2 
Tth10 
(F) TGGATAAGGCCAGTGATGCT 
(R) TTGGGGTAGTCCATCTTGTACC 
/ (CAG)8 159-207 Kodirajuća 
casp3b; caspase 3, apoptosis-
related cysteine protease b 
Tth11 
(F) ATACAGGTTGGTCTGCCGTC 
(R) AGTGTCCGTCATCACACAGC 
VIC (CA)11 154-199 3' UTR cfI; complement factor I 
Tth12 
(F) GATTGGTGTCACTGGTGTGC 
(R) CAAGGAGACAAAGACCCGAG 
NED (GT)8 127-159 5' UTR 
mapk6; mitogen-activated 
protein kinase 6 
Tth13 
(F) AATGCATGTGGGATCAACAA 
(R) TCTGGCTGAATGGGAAAGTC 
6FAM (AC)11 185-229 3' UTR ctsf; cathepsin F 
Tth14
x 
(F) GGAAGAGGAGAAGGACGAGG 
(R) AAAGTGCTTGACAGCCAGGT 
PET (AAG)6 247-283 Kodirajuća 
hsp90aa1.2; heat shock 
protein 90-alpha 2 
Tth15 
(F) TCCAAGAAGAAGAAGGCGAA 
(R) TATGCAGGTTTTCTCCACCC 
VIC (GAG)5 114-144 Kodirajuća 
nkap; NFKB activating 
protein-like 
Tth16 
(F) ATGGATAAGGCCAGTGATGC 
(R) TCTTGTACCGGTAAGGGTCG 
/ (CAG)8 147-195 Kodirajuća 
casp3b; caspase 3, apoptosis-
related cysteine protease b 
Tth17 
(F) AAGCAGTGGTATCAACGCAG 
(R) GTCGTTCTCTATGCCGTCAG 
/ (GCT)10 171-231 5' UTR 
cysltr1; cysteinyl leukotriene 
receptor 1 
Tth18 
(F) AGGAAGGAGAGCTGGGTTTC 
(R) GGGGCTGATGAGATCAAGAA 
NED (AAC)11 211-277 3' UTR 
grb2b; growth factor 
receptor-bound protein 2b 
Tth19 
(F) ACGGCACATCTCACAAATGA 
(R) TGAGTAACGATGGCTTCTGC 
NED (AAC)5 181-211 3' UTR 
tnika; TRAF2 and NCK 
interacting kinase a 
Tth20 
(F) GGTTGGTTAAGGGTAAGGAGTT 
(R) ACCGACCGACACCAACTAAC 
/ (GTTA)5 227-267 Kodirajuća cnn2; calponin 2 
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Tth21 
(F) CTCTGGATTGAGAGCTGCCT 
(R) AGGATGGCGGTCATCTGTAG 
/ (AGA)8 194-242 Kodirajuća 
elovl1a; elongation of very 
long chain fatty acids 
(FEN1/Elo2, SUR4/Elo3, 
yeast)-like 1a 
Tth22 
(F) CAAACAGAAAAAGAGCCGTCA 
(R) GCACAGACAGCTGCATTGAG 
6FAM (ATC)8 236-284 Kodirajuća 
pparda; peroxisome 
proliferator-activated 
receptor delta a 
Tth23 
(F) TCTGCAACAGCCAGTAGAGC 
(R) GCAACAGCAGCAAGTGAGTG 
VIC (AC)10 256-296 3' UTR 
sch1; SHC-transforming 
protein 1-like 
Tth24
x 
(F) TTTCTCATCATTGCCTGCTG 
(R) GCCAGAAGAAGAGCCAACAC 
6FAM (ATG)6 94-130 Kodirajuća 
clu; clusterin (complement 
lysis inhibitor, SP-40,40, 
sulfated glycoprotein 2, 
testosterone-repressed 
prostate message 2, 
apolipoprotein J) 
Tth25 
(F) ATTACAGTGTGCGGAGCATC 
(R) TGTCAGTGAATGTGACTGCTG 
6FAM (CAG)8 134-182 Kodirajuća 
ldlra; low density lipoprotein 
receptor a 
 
lokusi u kurzivu; odabrani lokusi za daljnju analizu u združenoj PCR reakciji (engl. multiplex PCR). Uzvodne početnice (engl. forward) su 
obilježene fluorescentnom bojom (NED - žuta boja, PET - crvena boja, VIC - zelena boja, 6FAM - plava boja) 
 
x
 lokusi izbačeni iz daljnjih analiza nakon provedene genotipizacije 
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4.2. Uspješnost genotipizacije mikrosatelitnih lokusa kod atlantske plavoperajne tune  
       Thunnus thynnus 
 
Kako je prikazano na slici 6, plavi vršci prikazuju alele osobite za lokus Tth13, Tth22, 
Tth24, Tth25; zeleni vršci prikazuju alele osobite za lokus Tth5, Tth11, Tth15, Tth23; crni 
vršci prikazuju alele osobite za lokus Tth3, Tth12, Tth18, Tth19; crveni vršci prikazuju alele 
osobite za lokus Tth1, Tth2, Tth14, dok narančasti vršci predstavljaju dužinski standard GS-
500 LIZ (Applied Biosystems).  
Ukoliko je genotip ispitivanog lokusa bio homozigotan na elektroferogramu je zabilježen 
samo jedan vršak, a u slučaju heterozigota zabilježena su dva vrška.   
 
      
            
 
Slika 6. Primjeri produkata združene PCR reakcije analiziranih metodom kapilarne 
elektroforeze i prikazanih kao elektroferogrami: 
a) Elektroferogram uzorka UL09_22 za sve lokuse; b) Elektroferogram uzorka UL12_245 za 
lokus Tth25, Tth13 i Tth22; c) Elektroferogram uzorka UL09_22 za lokus Tth15, Tth11, Tth5 
i Tth23; d) Elektroferogram uzorka UL09_8 za lokus Tth3, Tth12, Tth19 i Tth18; e) 
Elektroferogram uzorka UL09_78 za lokus Tth1 i Tth2. 
149 155  
215 
262  
217  
126  
173  
177  223  
274  
272  
102  
110  145  
147  
191  
b) 
194  
c) 
234  
118  
169 
173  
  a) 
d) e) 
243  
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Većina testiranih uzoraka je uspješno genotipizirana (Prilog A). Nakon očitavanja 
elektroferograma svih lokusa, lokusi Tth14 i Tth24 su uklonjeni iz daljnjih analiza jer je kod 
lokusa Tth14 zabilježen veliki broj neočitanih genotipova, a lokus Tth24 je bio monomorfan. 
Od ukupnog broja uzoraka (N = 334), zabilježeno je 0,92% podataka koji su nedostajali, kod 
7 lokusa (Tth1, Tth3, Tth5, Tth12, Tth15, Tth19 i Tth25) je uspješnost genotipizacije bila 
100%, dok je kod lokusa Tth13 bila najmanja (91,32%) (Tablica 7).  
Genotipovi svih uzoraka atlantske plavoperajne tune su navedeni u Prilogu A.  
Računalnim programom MICROCHEKER je na lokusima Tth13 i Tth15 zabilježena 
mogućnost postojanja nul alela, ali s procjenjenom frekvencijom < 0,1. Budući da je procjena 
FST sa i bez korištenja metode ENA (engl. Excluding Null Alleles) dala slične rezultate; FST = 
0,0049 s odgovarajućim CI95% (0,0021-0,0079) bez ENA i FST = 0,0050 (0,0027-0,0087) s 
ENA, lokusi su zadržani u daljnjim statističkim analizama. 
 
Tablica 7. Uspješnost genotipizacije 13 lokusa u uzorcima atlantske plavoperajne tune T. 
thynnus iz dva uzastopna uzgojna ciklusa na uzgajalištu u blizini južne obale otoka Brača u 
Jadranskom moru 
 
Lokus Broj uspješno genotipiziranih uzoraka % uspješno genotipiziranih uzoraka 
Tth1 334 100 
Tth2 333 99,70 
Tth3 334 100 
Tth5 334 100 
Tth11 333 99,70 
Tth12 334 100 
Tth13 305 91,32 
Tth15 334 100 
Tth18 331 99,10 
Tth19 334 100 
Tth22 329 98,50 
Tth23 328 98,20 
Tth25 334 100 
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4.3. Statistička analiza podataka  
 
Analizom statističke snage testa procijenjena je vjerojatnost od 89% (χ2, Fisherov 
test) za otkrivanje strukture pri FST vrijednosti od 0,002, ukazujući da korištene analize u 
istraživanju mogu otkriti stvarnu strukturu populacija ukoliko su stvarne procjene FST 
vrijednosti na ovoj razini ili iznad. 
Analiza podataka sakupljenih tijekom dva uzastopna uzgojna ciklusa je provedena 
usporedbom četiri populacije (dvije divlje i dvije uzgojne populacije iz oba uzgojna ciklusa) 
(Tablica 8). Uspoređene su D1 (divlja populacija2009) s U1 populacijom (uzgojna 
populacija2011), te D2 (divlja populacija2012) s U2 populacijom (uzgojna populacija2014) 
(Tablica 8). 
 
4.3.1. Opisna statistika i testiranje Hardy-Weinbergove ravnoteže 
 
Parametri genetičke raznolikosti četiri populacije divljih i uzgojnih tuna; ukupan broj 
alela po lokusu, uočena heterozigotnost (Ho), očekivana heterozigotnost (He), broj privatnih 
alela po lokusu (Npr), alelno bogastvo (Ar), fiksacijski indeks (FIS) te p-vrijednost testiranja 
Hardy-Weinbergove ravnoteže, prikazani su u Tablici 8.  
U ovom istraživanju na 13 novorazvijenih i testiranih lokusa ukupno je zabilježena 
prisutnost 88 alela s prosječnim brojem 6,77 ± 4,21 alela po lokusu. U prvom uzgojnom 
ciklusu zabilježena je prisutnost 84 alela s prosječnim brojem 6,46 ± 4,29 alela po lokusu, 
dok je u drugom uzgojnom ciklusu zabilježena prisutnost 77 alela s prosječnim brojem 5,92 ± 
3,57 alela po lokusu.  
Kod D1 populacije na 13 novorazvijenih i testiranih lokusa ukupno je zabilježena 
prisutnost 77 alela s prosječnim brojem 5,92 ± 4,25 alela po lokusu. Svi istraženi 
mikrosatelitni lokusi su bili polimorfni. Isprekidana (disjunktna) distribucija alela je uočena 
na dva lokusa (Tth13 i Tth19), dok je na svim ostalima (Tth1, Tth2, Tth3, Tth5, Tth11, 
Tth12, Tth15, Tth18, Tth22, Tth23 i Tth25) distribucija alela bila neprekidna. Najveći broj 
alela je zabilježen na lokusu Tth13 (18 alela), a najmanji na lokusu Tth15 (dva alela).  
Kod U1 populacije na 13 novo razvijenih i testiranih lokusa ukupno je zabilježena 
prisutnost 81 alela s prosječnim brojem 6,23 ± 4,02 alela po lokusu. Svi istraženi 
mikrosatelitni lokusi su bili polimorfni. Isprekidana distribucija alela je uočena na dva lokusa 
(Tth15 i Tth19), dok je na svim ostalima (Tth1, Tth2, Tth3, Tth5, Tth11, Tth12, Tth13, 
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Tth18, Tth22, Tth23 i Tth25) distribucija alela bila neprekidna. Najveći broj alela je 
zabilježen na lokusu Tth13 (18 alela), a najmanji na lokusima Tth5 i Tth19 (tri alela). 
Srednja vrijednost uočene heterozigotnosti (Ho) u D1 populaciji je iznosila 0,49 ± 0,25, 
raspona 0,110 (Tth5 i Tth15) - 0,950 (Tth3), dok je ta vrijednost u U1 populaciji je iznosila 
0,55 ± 0,26, raspona od 0,115 (Tth5) do 0,947 (Tth3). Srednja vrijednost očekivane 
heterozigotnosti (He) u D1 populaciji je iznosila 0,50 ± 0,25, raspona od 0,104 (Tth5 i Tth15) 
do 0,871 (Tth13), dok je ta vrijednost u U1 populaciji iznosila 0,52 ± 0,24, raspona od 0,111 
(Tth5) do 0,909 (Tth13). 
Kod uzoraka iz D1 populacije su zabilježene niže vrijednosti alelnog bogatstva (Ar= 5,41 ± 
3,69) u usporedbi s uzorcima iz U1 populacije (Ar= 5,67 ± 3,68). 
Srednja vrijednost koeficijenta križanja u srodstvu (FIS) kod D1 populacije je bila pozitivna 
(0,019 ± 0,18), raspona od -0,454 (Tth3) do 0,389 (Tth13), dok je u U1 populaciji ta 
vrijednost bila negativna (-0,070 ± 0,17), raspona od -0,480 (Tth3) do 0,212 (Tth13). Na 
lokusu Tth13 u obe populacije (D1 i U1 populacija) FIS vrijednost je bila značajno veća od 
nule, dok je na lokusu Tth3 u obe populacije ta vrijednost bila značajno niža od nule. 
Značajno odstupanje od Hardy-Weinbergove ravnoteže zabilježeno je kod nekoliko lokusa u 
D1 (Tth3, Tth12 i Tth13) i U1 populaciji (Tth3, Tth12 i Tth13) nakon korištenja 
Bonferronijeve korekcije (p < 0,001). Nakon primjene Bonferronijeve korekcije nije uočena 
neravnoteža vezanja između genotipova istraživanih lokusa, što je omogućilo da se daljnje 
analize mogu provesti uz pretpostavku da su lokusi statistički neovisni. 
Od ukupnog broja alela u obe populacije (N = 85) zabilježeno je 12 alela koji su se pojavili ili 
u D1 populaciji ili u U1 populaciji kao privatni aleli. Među ukupnim uzorcima iz D1 
populacije zabilježena je prisutnost četiri alela koji se nisu pojavili među uzorcima iz U1, dok 
je u U1 populaciji zabilježeno osam takvih alela. Srednja vrijednost broja privatnih alela u D1 
populaciji je iznosila 0,30 ± 0,48, dok je u U1 populaciji ta vrijednost iznosila 0,61 ± 0,65. 
Najveći broj privatnih alela je zabilježen na lokusu Tth15 u U1 populaciji (dva alela) (Tablica 
8).   
Kod D2 populacije je na 13 novorazvijenih i testiranih lokusa ukupno je zabilježena 
prisutnost 63 alela s prosječnim brojem 4,85 ± 3,29 alela po lokusu. Kod ove populacije je 
zabilježen jedan monomorfan alel (Tth 5) koji nije uzet u obzir prilikom daljnjih statističkih 
analiza, dok su svi ostali bili polimorfni. Isprekidana distribucija alela je uočena na tri lokusa 
(Tth13, Tth18 i Tth19), dok je na svim ostalima (Tth1, Tth2, Tth3, Tth11, Tth12, Tth15, 
Tth22, Tth23 i Tth25) distribucija alela bila neprekidna. Najveći broj alela je zabilježen na 
lokusu Tth13 (13 alela), a najmanji na lokusima Tth15 i Tth19 (dva alela).  
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Kod U2 populacije na 13 novorazvijenih i testiranih lokusa ukupno je zabilježena 
prisutnost 74 alela s prosječnim brojem 5,69 ± 3,33 alela po lokusu. Svi istraženi 
mikrosatelitni lokusi su bili polimorfni. Isprekidana distribucija alela je uočena na dva lokusa 
(Tth18 i Tth19), dok je na svim ostalima (Tth1, Tth2, Tth3, Tth11, Tth12, Tth13, Tth15, 
Tth22, Tth23 i Tth25) distribucija alela bila neprekidna. Najveći broj alela je zabilježen na 
lokusu Tth13 (15 alela), a najmanji na lokusima Tth2, Tth5, Tth15 i Tth19 (tri alela). 
Srednja vrijednost uočene heterozigotnosti (Ho) u D2 populaciji iznosila 0,60 ± 0,32 raspona 
od 0,072 (Tth15) do 0,945 (Tth3), dok je ta vrijednost u U2 populaciji iznosila 0,55 ± 0,29 
raspona od 0,059 (Tth15) do 0,976 (Tth3). Srednja vrijednost očekivane heterozigotnosti (He) 
u D2 populaciji iznosila je 0,49 ± 0,25, raspona od 0,070 (Tth15) do 0,840 (Tth13), dok je ta 
vrijednost u U2 populaciji iznosila 0,55 ± 0,29, raspona od 0,080 (Tth5) do 0,860 (Tth13).  
Kod uzoraka iz D2 populacije očitane su niže vrijednosti alelnog bogatstva (Ar= 4,77 ± 3,23) 
u usporedbi s uzorcima iz U2 populacije (Ar= 5,33 ± 2,95). 
Srednja vrijednost koeficijenta križanja u srodstvu (FIS) kod D2 populacije je bila negativna 
(-0,224 ± 0,21), raspona od -0,512 (Tth3) do 0,196 (Tth1), dok je u U2 populaciji ta 
vrijednost bila također negativna (-0,097 ± 0,12), raspona od -0,378 (Tth3) do 0,526 (Tth15). 
Na lokusu Tth15 u U2 populaciji FIS vrijednost je bila značajno veća od nule, dok je na 
nekoliko lokusa (Tth3, Tth11 i Tth23 u D2 populaciji, te na Tth3 i Tth11 u U2 populaciji) ta 
vrijednost bila značajno niža od nule. 
Značajno odstupanje od Hardy-Weinbergove ravnoteže zabilježeno je kod nekoliko lokusa u 
D2 populaciji (Tth3, Tth11, Tth12, Tth18, Tth23 i Tth25) i U2 populaciji (Tth3, Tth13 i 
Tth15) nakon korištenja Bonferronijeve korekcije (p < 0,001). Nakon primjene 
Bonferronijeve korekcije nije uočena neravnoteža vezanja između genotipova istraživanih 
lokusa, što je omogućilo da se daljnje analize mogu provesti uz pretpostavku da su lokusi 
statistički neovisni.  
Od ukupnog broja alela u obe populacije (N = 77) zabilježeno je 15 alela koji su se pojavili ili 
u D2 ili u U2 populaciji kao privatni aleli. Među ukupnim uzorcima iz D2 populacije 
zabilježena je prisutnost tri alela koji se nisu pojavili među uzorcima iz U2 populacije, dok je 
u U2 populaciji zabilježeno 12 takvih alela. Srednja vrijednost broja privatnih alela u D2 
populaciji je iznosila 0,25 ± 0,45 dok je u U2 populaciji iznosila 1,00 ± 0,95. Najveći broj 
privatnih alela je zabilježen na lokusu Tth13 u U2 populaciji (tri alela) (Tablica 8). 
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Tablica 8. Parametri genetičke raznolikosti divljih i uzgojnih populacija atlantske plavoperajne tune T. thynnus iz dva uzastopna uzgojna ciklusa 
na uzgajalištu u blizini južne obale otoka Brača u Jadrankom moru  
 
 Prvi uzgojni ciklus Drugi uzgojni ciklus 
 D1 (Divlja populacija2009) U1 (Uzgojna populacija2011) D2 (Divlja populacija2012) U2 (Uzgojna populacija2014) 
Lokus N Ho He Npr Ar FIS HWEP N Ho He Npr Ar FIS HWEP N Ho He Npr Ar FIS HWEP N Ho He Npr Ar FIS HWEP 
Tth1 8 0,440 0,441 1 7,51 0,002 NS 7 0,547 0,569 0 6,38 0,039 NS 7 0,236 0,293 0 6,60 0,196 NS 7 0,488 0,530 0 6,48 0,080 NS 
Tth2 3 0,280 0,282 0 3,00 0,008 NS 4 0,221 0,213 1 3,50 -0,037 NS 3 0,111 0,107 0 2,98 -0,036 NS 3 0,261 0,236 0 3,00 -0,106 NS 
Tth3 5 0,950 0,654 0 4,73 
-
0,454x 
* 5 0,947 0,641 0 4,88 
-
0,480x 
* 6 0,945 0,628 1 5,87 
-
0,512x 
* 5 0,976 0,709 0 5,00 
-
0,378x 
* 
Tth5 3 0,110 0,104 0 2,47 -0,048 NS 3 0,115 0,111 0 2,87 -0,043 NS 1 / / / / / / 3 0,083 0,080 / 2,56 -0,032 NS 
Tth11 4 0,616 0,569 1 3,48 -0,082 NS 4 0,652 0,569 1 3,50 -0,147 NS 3 0,818 0,576 0 3,00 
-
0,424x 
* 4 0,785 0,622 1 3,81 
-
0,265x 
NS 
Tth12 5 0,710 0,714 0 4,99 0,006 * 5 0,715 0,682 0 4,99 -0,049 * 5 0,781 0,655 1 4,87 -0,194 * 6 0,630 0,603 2 5,14 -0,046 NS 
Tth13 18 0,533 0,871 1 15,56 0,389+ * 18 0,717 0,909 1 16,52 0,212+ * 13 0,875 0,840 1 13,0 -0,042 NS 15 0,786 0,860 3 14,53 0,086 * 
Tth15 2 0,110 0,104 0 1,99 -0,053 NS 4 0,157 0,176 2 3,47 0,107 NS 2 0,072 0,070 0 2,00 -0,029 NS 3 0,059 0,125 1 2,98 0,526+ * 
Tth18 10 0,744 0,772 0 8,94 0,035 NS 10 0,768 0,741 0 9,01 -0,037 NS 9 0,796 0,782 0 8,76 -0,018 * 9 0,761 0,738 0 8,07 -0,032 NS 
Tth19 3 0,300 0,325 0 2,73 0,078 NS 3 0,336 0,387 0 2,88 0,131 NS 2 0,327 0,276 0 2,00 -0,187 NS 3 0,369 0,331 1 2,92 -0,114 NS 
Tth22 6 0,434 0,419 0 5,33 -0,035 NS 7 0,578 0,505 1 5,98 -0,146 NS 4 0,647 0,492 0 4,00 -0,319 NS 6 0,535 0,470 2 5,29 -0,140 NS 
Tth23 4 0,535 0,554 0 3,98 0,034 NS 5 0,673 0,541 1 4,23 -0,245 NS 4 0,784 0,541 0 3,99 
-
0,456x 
* 5 0,674 0,563 1 4,54 -0,199 NS 
Tth25 6 0,660 0,735 1 5,46 0,104 NS 6 0,831 0,739 1 5,44 -0,125 NS 4 0,854 0,672 0 4,00 -0,274 * 5 0,833 0,739 1 5,00 -0,128 NS 
± 
SD 
5,92 
± 
4,25 
0,49 
± 
0,25 
0,50 
± 
0,25 
0,30 
± 
0,48 
5,41 
± 
3,69 
0,019 
± 
0,18 
 
6,23 
± 
4,02 
0,55 
± 
0,26 
0,52 
± 
0,24 
0,61 
± 
0,65 
5,67 
± 
3,68 
-0,070 
± 
0,17 
 
4,85 
± 
3,29
 
0,60 
± 
0,32 
0,49 
± 
0,25 
0,25 
± 
0,45 
4,77 
± 
3.23 
-0,224 
± 
0,21 
 
5,69 
± 
3,33 
0,55 
± 
0,29 
0,50 
± 
0,24 
1.00 
± 
0,95 
5,33 
± 
2,95 
-0,097 
± 
0,12 
 
 
N = ukupan broj alela po lokusu; Ho = uočena heterozigotnost; He = očekivana heterozigotnost; Npr= broj privatnih alela po lokusu; Ar = alelno bogastvo; FIS = fiksacijski indeks; HWEP = rezultati testiranja Hardy 
Weinbergove ravnoteže; NS = non-significant (nije statistički značajno); = srednja vrijednost; p < 0,001 vrijednost statističke značajnosti nakon Bonferronijeve korekcije; +/x: p = vrijednost za FIS unutar uzoraka 
(temeljeno na 1040 randomizacija i indikativnoj prilagođenoj nominalnoj vrijednosti (5%) od 0,00096); + = udio randomizacija koje su pokazale viši FIS od uočenog;
 X = udio randomizacija koje su pokazale niži FIS od 
uočenog; lokusi u kurzivu se nalaze u kodirajućoj regiji genoma, a podcrtani u UTR regiji 
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Broj, dužine i frekvencije alela za novorazvijene mikrosatelitne lokuse su prikazani u 
Tablici 9 i na Slici 7.  
 
Tablica 9. Prikaz broja, dužine i frekvencije alela za novorazvijene mikrosatelitne lokuse za 
atlantsku plavoperajnu tunu T. thynnus iz dva uzastopna uzgojna ciklusa na uzgajalištu u 
blizini južne obale otoka Brača u Jadranskom moru. Svjetlo siva polja obilježavaju 
frekvencije privatnih alela između uzgojne i divlje populacije istog uzgojnog ciklusa 
 
Lokus 
Ukupni broj 
alela na lokusu 
Dužina 
alela 
Frekvencija 
alela u prvom uzgojnom 
ciklusu 
Frekvencija 
alela drugom uzgojnom 
ciklusu 
 D1   U1  D2   U2 
Tth1 8 
110 0,04000 0,03684 0,00909  0,03571 
114 0,04500 0,10526 0,01818 0,09524 
118 0,74000 0,63158 0,83636 0,66667 
122 0,08500 0,12105 0,09091 0,11905 
126 0,04500 0,08421 0,02727 0,05952 
130 0,02000 0,01579 0,00909 0,01786 
134 0,01000 0,00526 0,00909 0,00595 
138 0,01500 0,00000 0,00000 0,00000 
       
Tth2 4 
164 0,06000 0,05789 0,03636 0,08333 
168 0,84000 0,88421 0,92727 0,86905 
172 0,10000 0,05263 0,01818 0,04762 
176 0,00000 0,00526 0,00000 0,00000 
       
Tth3 6 
98 0,01000 0,01579 0,04545 0,06548 
102 0,48500 0,50000 0,48182 0,45238 
106 0,10000 0,08421 0,04545 0,16667 
110 0,30500 0,31053 0,37273 0,22024 
114 0,10000 0,08947 0,04545 0,09524 
118 0,00000 0,00000 0,00909 0,00000 
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Tth5 3 
215 0,00500 0,01579 0,00000 0,00595 
220 0,94500 0,94211 1.00000 0,95833 
225 0,05000 0,04211 0,00000 0,03571 
       
Tth11 5 
170 0,00500 0,00000 0,00000 0,00000 
172 0,07000 0,07895 0,08182 0,13690 
174 0,48000 0,52105 0,45455 0,44048 
176 0,43500 0,39474 0,46364 0,41071 
178 0,00000 0,00526 0,00000 0,01190 
       
Tth12 7 
141 0,04000 0,03684 0,00909 0,00000 
143 0,25000 0,30000 0,16364 0,22024 
145 0,43000 0,45263 0,52727 0,57738 
147 0,16000 0,14211 0,13636 0,08929 
149 0,12000 0,06842 0,16364 0,10119 
151 0,00000 0,00000 0,00000 0,00595 
153 0,00000 0,00000 0,00000 0,00595 
       
Tth13 19 
200 0,00500 0,00000 0,00000 0,00000 
202 0,00000 0,01053 0,00000 0,00000 
204 0,01000 0,03684 0,00000 0,02381 
206 0,23500 0,17895 0,12727 0,15476 
208 0,06000 0,07895 0,20000 0,14881 
210 0,17000 0,11579 0,24545 0,23810 
212 0,05500 0,11579 0,06364 0,03571 
214 0,06500 0,07368 0,04545 0,03571 
216 0,05500 0,05263 0,04545 0,02976 
218 0,00500 0,01053 0,00000 0,01190 
220 0,02500 0,01053 0,00000 0,01786 
222 0,01000 0,00526 0,00909 0,01190 
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224 0,03000 0,03684 0,00909 0,02976 
226 0,05000 0,05789 0,03636 0,02976 
228 0,06500 0,07368 0,02727 0,04167 
230 0,03500 0,05263 0,02727 0,07143 
232 0,01500 0,02632 0,01818 0,01190 
234 0,00500 0,02105 0,01818 0,00000 
236 0,00500 0,01053 0,00000 0,00000 
       
Tth15 4 
122 0,00000 0,02632 0,00000 0,03571 
125 0,94500 0,90526 0,96364 0,93452 
128 0,05500 0,06316 0,03636 0,02976 
134 0,00000 0,00526 0,00000 0,00000 
       
Tth18 10 
233 0,03500 0,03684 0,00909 0,02381 
236 0,10000 0,10000 0,18182 0,11905 
239 0,12500 0,10000 0,17273 0,10714 
242 0,40000 0,45263 0,36364 0,44643 
245 0,16500 0,15789 0,10909 0,17857 
248 0,08000 0,10526 0,09091 0,08929 
  251 0,03000 0,01053 0,02727 0,02381 
254 0,03500 0,01579 0,01818 0,00595 
257 0,00500 0,00526 0,00000 0,00000 
260 0,00500 0,01579 0,00909 0,00595 
       
Tth19 3 
184 0,01000 0,01579 0,00000 0,01786 
190 0,80000 0,74737 0,83636 0,79762 
193 0,19000 0,23684 0,16364 0,18452 
       
Tth22 7 
255 0,01000 0,00526 0,00000 0,00595 
258 0,01500 0,03158 0,02727 0,02976 
261 0,73500 0,66842 0,61818 0,68452 
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264 0,16500 0,21579 0,23636 0,25000 
267 0,05500 0,04211 0,04545 0,01786 
270 0,01000 0,03158 0,00000 0,01190 
273 0,00000 0,00526 0,00000 0,00000 
       
Tth23 5 
268 0,03000 0,01053 0,01818 0,04167 
270 0,35000 0,45263 0,37273 0,39881 
272 0,56000 0,50526 0,50909 0,51786 
274 0,05000 0,02632 0,02727 0,02381 
276 0,00000 0,00526 0,00000 0,00595 
       
Tth25 7 
147 0,34000 0,33158 0,39091 0,32143 
150 0,21000 0,25263 0,15455 0,22619 
153 0,10500 0,11053 0,06364 0,09524 
156 0,31000 0,27895 0,39091 0,31548 
159 0,03000 0,02105 0,00000 0,04167 
162 0,00000 0,00526 0,00000 0,00000 
165 0,00500 0,00000 0,00000 0,00000 
 
 
Na lokusu Tth1, na kojem je utvrđeno osam različitih alela, alel dužine 118 pb je prevladavao 
u odnosu na ostale alele u svim populacijama, dok je alel dužine 138 pb zabilježen samo u 
D1 populaciji.  
Na lokusu Tth2, na kojem su utvrđena četiri različita alela, alel dužine 168 pb je prevladavao 
u odnosu na ostale alele u svim populacijama, dok je alel dužine 176 pb zabilježen samo u 
U1 populaciji. 
Na lokusu Tth3, na kojem je utvrđeno šest različitih alela, alel dužine 102 pb je prevladavao 
u odnosu na ostale alele u svim populacijama, dok je alel dužine 118 pb zabilježen samo u 
D2 populaciji.  
Na lokusu Tth5, na kojem su utvrđena tri različita alela, alel dužine 220 pb je prevladavao u 
odnosu na ostale alele u svim populacijama. U D2 populaciji zabilježen je samo jedan alel 
dužine 220 pb. 
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Na lokusu Tth11, na kojem je utvrđeno pet različitih alela, aleli dužine 174 i 176 pb su 
prevladavali u odnosu na ostale alele u svim populacijama, dok je alel dužine 170 pb 
zabilježen samo u D1 populaciji, a alel dužine 178 pb samo u uzgojnim populacijama.  
Na lokusu Tth12, na kojem je utvrđeno sedam različitih alela, alel dužine 145 pb je 
prevladavao u odnosu na ostale alele u svim populacijama. Aleli od 151 i 153 pb su 
zabilježeni samo u U2 populaciji. 
Na lokusu Tth13, na kojem je utvrđen najveći broj različitih alela, aleli dužine 206 i 210 pb 
su prevladavali u odnosu na ostale alele u svim populacijama. Alel dužine 200 pb je 
zabilježen samo u D1 populaciji, dok je alel dužine 202 pb zabilježen samo u U1 populaciji.  
U D2 populaciji  nisu zabilježeni aleli od 200, 202, 204, 218, 220 i 236 pb. 
Na lokusu Tth15, na kojem su utvrđena četiri različita alela, alel dužine 125 pb je 
prevladavao u odnosu na ostale alele u svim populacijama, dok je alel dužine 122 pb 
zabilježen samo u uzgojnim populacijama. Alel dužine 134 pb je zabilježen samo u U1 
populaciji.   
Na lokusu Tth18, na kojem je utvrđeno 10 različitih alela, alel dužine 242 pb je prevladavao 
u odnosu na ostale alele u u svim populacijama. Alel dužine 257 pb nije zabilježen u drugom 
ciklusu uzgoja.  
Na lokusu Tth19, na kojem su utvrđena tri različita alela, alel dužine 190 pb je prevladavao u 
odnosu na ostale alele u svim populacijama, dok alel 184 pb nije zabilježen u D2 populaciji. 
Na lokusu Tth22, na kojem je utvrđeno sedam različitih alela, alel dužine 261 pb je 
prevladavao u odnosu na ostale alele u svim populacijama. Alel dužine 273 pb se pojavio 
samo u U1 populaciji, dok aleli od 255 i 270 pb nisu zabilježeni u D2 populaciji.  
Na lokusu Tth23, na kojem je utvrđeno pet različitih alela, aleli od 270 i 272 pb su 
prevladavali u odnosu na ostale alele u svim populacijama, dok je alel dužine 276 pb 
zabilježen samo u uzgojnim populacijama.  
Na lokusu Tth25, na kojem je utvrđeno sedam različitih alela, aleli od 147 i 156 pb su 
prevladavali u odnosu na ostale alele u svim populacijama. Alel dužine 162 pb je zabilježen 
samo u U1 populaciji, dok je alel dužine 165 pb zabilježen samo u D1 populaciji. U D2 
populaciji nije zabilježen alel dužine 159 pb (Slika 7). 
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Slika 7. Histogrami alelnih distribucija i učestalosti mikrosatelitnih lokusa atlantske 
plavoperajne tune T. thynnus iz dva uzgojna ciklusa na uzgajalištu u blizini južne obale otoka 
Brača u Jadranskom moru. 
 
4.3.2. Genetička udaljenost između populacija i grupa  
 
Ukupna FST vrijednost (FST = 0,005) između svih uzorkovanih populacija je bila niska, ali 
statistički značajna (p < 0,05). Testom usporedbe genetičke diferencijacije između populacija 
u prvom uzgojnom ciklusu nije zabilježena statistička značajnost (p > 0,05), dok je između 
populacija u drugom uzgojnom ciklusu ona zabilježena (p < 0,05) (Tablica 10).  
 
Tablica 10. Vrijednosti FST parametara između populacija iz dva uzgojna ciklusa atlantske 
plavoperajne tune T. thynnus na uzgajalištu u blizini južne obale otoka Brača u Jadranskom 
moru 
Populacija D1 U1 D2 U2 
U1 0,00097 -   
D2 0,00344 0,00945 -  
U2 0,00238 0,00115 0,00603 - 
Značajne vrijednosti (nakon provođenja Bonferronijeve korencije) su podcrtane  
 
Rezultati analize molekularne varijance (AMOVA) su prikazani u Tablici 11 iz koje 
je vidljivo da se većina genetičke varijacije pripisuje razlikama unutar populacija (99,45%), a 
samo 0,25% otpada na razlike između dvije grupe, tj. dva uzgojna ciklusa. 
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Tablica 11. Rezultati analize molekularne varijance (AMOVA) prikazuju razdiobu 
genetičke varijacije između i unutar divljih i uzgojnih populacija atlantskih plavoperajnih 
tuna iz dva uzgojna ciklusa na uzgajalištu u blizini južne obale otoka Brača u Jadranskom 
moru 
Izvor varijacije % varijacije Fiksacijski indeks p vrijednost 
između grupa 0,25 FCT=0,00255 0,121 
između populacija unutar grupa 0,29 FSC=0,00292 0,002 
unutar populacija 99,45 FST=0,00546 0,000 
 
Većina jedinki nije pokazala jasnu pripadnost pojedinačnim populacijama što ukazuje 
na nedostatak genetičke strukturiranosti unutar i između populacija iz dva uzastopna ciklusa 
uzgoja (Slika 8), a sličan rezultat je dobiven i DAPC analizom podataka (Slika 9). 
 
 
 
 
 
Slika 8. Grafički prikaz rezulatata STRUCTURE analize uzoraka T. thynnus iz dva uzgojna 
ciklusa na uzgajalištu u blizini južne obale otoka Brača u Jadranskom moru. 
a) Dijagram prikazan za vrijednost K = 2. Svaka boja (crvena, zelena) predstavlja jedan 
klaster, a dužina obojenih vertikalnih linija predstavlja udio pripadnosti jedinki određenom 
klasteru (skala na osi y); b) Dijagram posteriorne vjerojatnosti pripadanja podataka za svaku 
K vrijednost. 
a) 
b) 
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Slika 9. Grafički prikaz prve dvije glavne komponente DAPC analize populacijske strukture 
atlantske plavoperajne tune T. thynnus iz dva uzgojna ciklusa na uzgajalištu u blizini južne 
obale otoka Brača u Jadranskom moru temeljene na 13 EST-SSR lokusa. Oznake D1, D2, 
U1, U2 su skraćeni nazivi za uzorkovane populacije (D1; divlja populacija2009, D2; divlja 
populacija2012, U1; uzgojna populacija2011, U2; uzgojna populacija2014). 
 
Analizom podataka pomoću programa BayeScan 2.1 i LOSITAN nisu zabilježeni 
dokazi o djelovanju pozitivne ili balansirane selekcije na ni jednom od 13 novorazvijenih 
mikrosatelitnih lokusa, što upućuje na njihovu neutralnost, tj. nepostojanje lokusa koji 
pokazuju atipične vrijednosti parametra FST („outlier“ lokusi) (Tablica 12; Slika 10). 
 
 
 
 
 
 
 
D1 
U1 
U2 
D2 
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Tablica 12. Prikaz rezultata testa za detekciju mikrosatelitnih lokusa pod selekcijom za 
atlantsku plavoperajnu tunu T. thynnus iz dva uzgojna ciklusa na uzgajalištu u blizini južne 
obale otoka Brača u Jadranskom moru  
Lokus prob Log10(PO) qval alpha Fst 
Tth1 0,061 -1,187 0,814 -0,004 0,009 
Tth2 0,084 -1,035 0,781 -0,029 0,009 
Tth3 0,090 -1,004 0,725 -0,055 0,009 
Tth5 0,089 -1,007 0,748 -0,026 0,009 
Tth11 0,086 -1,025 0,766 -0,000 0,010 
Tth12 0,081 -1,052 0,804 -0,025 0,009 
Tth13 0,948 1,264 0,051 -1,552 0,002 
Tth15 0,118 -0,873 0,489 0,082 0,011 
Tth18 0,466 -0,058 0,292 -0,664 0,006 
Tth19 0,095 -0,976 0,694 -0,030 0,009 
Tth22 0,101 -0,948 0,652 -0,078 0,009 
Tth23 0,084 -1.036 0,793 -0,039 0,009 
Tth25 0,105 -0,930 0,590 -0,071 0,009 
prob = posteriorna vjerojatnost modela uključujući selekciju; log10(PO) = posteriorni omjer [log10(PO)]; qval: 
FDR analog p-vrijednosti; alpha = lokus specifična komponenta koja pokazuje snagu i smjer selekcije 
(pozitivna vrijednost; pozitivna selekcija; negativna vrijednost; balansirana selekcija); Fst = Fst koeficijent 
prosječan za sve populacije 
 
 
 
Slika 10. Grafički prikaz testa na selektivnu neutralnost 13 mikrosatelitnih lokusa atlantske 
plavoperajne tune T. thynnus iz dva uzgojna ciklusa na uzgajalištu u blizini južne obale otoka 
Brača u Jadranskom moru, dobijen korištenjem programa LOSITAN. Svaka točka predstavlja 
određeni lokus. Sivo područje označava selektivno neutralnu regiju, žuto područje regiju 
djelovanja balansirane selekcije, a crveno područje regiju djelovanja pozitivne selekcije. 
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5. RASPRAVA 
 
Tijekom posljednjih desetljeća napredak u području genomike i bioinformatike 
omogućio je nove i točnije uvide u strukturu i dinamiku populacija, neophodne za očuvanje 
biološke raznolikosti. Genetički biljezi su se pokazali kao snažan alat za istraživanja različitih 
rodova i vrsta riba, a najčešće korišteni su mtDNA, mikrosateliti i SNP za procjenu strukture 
populacija, opisivanje genetičkih razlika između uzoraka iz različitih područja, otkrivanje 
genetičkih obilježja migratornih vrsta, proučavanje genetičke raznolikosti u divljim i 
uzgojnim vrstama te prikupljanje informacija neophodnih za pravilno upravljanje programom 
uzgoja i ulova komercijalno važnih vrsta (Amaral i sur., 2017; Antoniou i sur., 2017; 
Carlsson i sur., 2007; Chistiakov i sur., 2006; Cuéllar-Pinzón i dr., 2016; Davies i sur., 2011; 
Pan i Yang, 2010; Pujolar i sur., 2003; Riccioni i sur., 2010b; Vella i sur., 2016; Ward 1995). 
U ovom istraživanju razvijeno je i korišteno 13 EST-SSR biljega dobivenih iz transkriptoma 
atlantske plavoperajne tune (Trumbić, 2015) kako bi se istražilo eventualno postojanje 
određenog genotipa kod novoulovljenih juvenilnih jedinki tune, koji bi mogao pozitivno 
utjecati na imunološki sustav, te im dao veće mogućnosti za preživljavanje tijekom uzgojnog 
ciklusa. Mikrosatelitni biljezi su odabrani temeljem opisa genskih funkcija i njihovog 
položaja u blizini kodirajućih regija gena povezanih s različitim sastavnicama imunološkog 
sustava i staničnog sustava aktivnog transporta, katalize, prijenosa signala i komunikacije 
između stanica, neophodnih za preživljavanje. Većina istraženih lokusa je bila polimorfna, 
osim lokusa Tth5 koji je bio monomorfan, ali samo kod D2 populacije, dok je bio polimorfan 
kod ostalih populacija. Stoga taj lokus prilikom statističke analize podataka drugog uzgojnog 
ciklusa nije uzet u obzir budući da nije bio informativan. Kod većine testiranih EST-SSR 
biljega zabilježena je umjerena razina genetičke raznolikosti, vidljiva iz broja alela po 
lokusima (2-18 alela po lokusu). Iako je očekivana suprotna situacija, u oba uzgojna ciklusa u 
divljim populacijama zabilježen je neznatno niži srednji broj alela po lokusu u usporedbi s 
uzgojnim populacijama. Te uočene sličnosti i niska stopa gubitka alela između populacija, 
zajedno s neutralnim rezultatima LOSITAN i BayeScan analiza ukazuju na činjenicu da 
distribucija alela na ovim lokusima očito ne utječe na stopu preživljavanja divljih juvenilnih 
tuna tijekom uzgojnog ciklusa.  
Iako je vrijednost ukupnog srednjeg broja alela ( ) po lokusu u prvom uzgojnom ciklusu 
(6,46 ± 4,29) bila viša nego u drugom uzgojnom ciklusu (5,92 ± 3,27), obje vrijednosti, 
ukupna srednja vrijednost alela po lokusu u svim populacijama zajedno, te raspon alela po 
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lokusima (Na) [Na= 1-19; = 6,77 ± 4,21] su bili niži od onih zabilježenih u drugim 
istraživanjima vrste T. thynnus [Na= 2-20; = 8,2] (Carlsson i sur., 2004), [Na= 2-20; = 
9,13 ± 2,24] (Carlsson i sur., 2007),  [Na= 2-23] (Clark i sur., 2004), [Na= 8-30] (Antoniou i 
sur., 2017), [Na= 3-24;  = 9,15-10,53] (Vella i sur., 2016), ali i ostalih vrsta iz roda Thunnus 
poput T. albacares (Aguila i sur., 2015; Antoni i sur., 2014a; Clark i sur., 2004), T. alalunga 
(Clark i sur., 2004; Davies i sur., 2011; Montes i sur., 2012; Nikolić i sur., 2015), T. obesus 
(Clark i sur., 2004; Gonzales i sur., 2008), T. atlanticus (Antoni i sur., 2014b). 
Parametar koji najbolje izražava razinu genetičke varijabilnosti je heterozigotnost 
koja se može promatrati kao očekivana (He) i uočena heterozigotnost (Ho) (Nei, 1975). 
Očekivana heterozigotnost se temelji na izračunu alelnih frekvencija uz pretpostavku da je 
populacija u Hardy-Weinbergovoj ravnoteži (HWE), a uočena izravno iz analiziranih 
podataka, ali samo ako se koriste biljezi kodominantnog tipa (npr. mikrosateliti). U oba 
uzgojna ciklusa zabilježeni su slični rasponi i ukupne srednje vrijednosti očekivane i uočene 
heterozigotnosti između divljih i uzgojnih populacija, ali su isti bili niži u odnosu na one 
zabilježene u drugim istraživanjima vrste T. thynnus, ali i ostalih vrsta iz roda Thunnus 
(Aguila i sur., 2015; Davies i sur., 2011; Gonzalez i sur., 2008; Montes i sur., 2012; Nikolić i 
sur., 2015). Kada su sve četiri populacije analizirane kao jedna grupa i dalje su te vrijednosti 
bile niže [Ho (0,08-0,95; = 0,53 ± 0,27); He (0,08-0,88; = 0,50 ± 0,25)] od onih 
zabilježenih u drugim istraživanjima vrste T. thynnus [Ho (0,74 - 0,81; He (0,71-0,79)] 
(Antoniuou i sur., 2017), [Ho (0,22-0,92); He (0,32-0,93)] (Carlsson i sur., 2004),  [Ho (0,35 - 
0,92; = 0,66 ± 0,03); He (0,43-0,88; = 0,66 ± 0,03)] (Carlsson i sur., 2007), [Ho (0,06-0,96); 
He (0,23-0,93)] (Clark i sur., 2004), [Ho (0,19-0,93; = 0,70-0,73); He (0,20-0,93; = 0,71-
0,74)] (Vella i sur., 2016), ali i ostalih vrsta iz roda Thunnus poput T. albacares [Ho (0,18-
0,86; = 0,56-0,59); He (0,34-0,86; = 0,63-0,66)] (Aguila i sur., 2015), T. alalunga [Ho 
(0,43-1,00; = 0,79); He (0,41-0,94; = 0,79)] (Davies i sur., 2011), T. obesus [Ho (0,60-1,00;
= 0,742); He (0,63-0,96; = 0,90)] (Gonzalez i sur., 2008). To je u skladu sa zapažanjima da 
su kod većine mikrosatelitskih lokusa povezanih ili u blizini kodirajućih regija, koje su 
očuvanije jer se prepisuju u protein, zabilježene niže razine varijabilnosti u usporedbi s 
nekodirajućim i UTR regijama (Borstnik i Pumpernik, 2002; Li i sur., 2004; Metzgar i sur., 
2000). Sukladno tome, kod lokusa koji su se nalazili unutar UTR regija (Tth3, Tth11, Tth12, 
Tth13, Tth18, Tth19 i Tth23) zabilježena je veća varijabilnost (u prosjeku su imali više alela 
po lokusu: 7,8) u usporedbi s onima koji su se nalazili unutar kodirajuće regije (Tth1, Tth2, 
Tth5, Tth15, Tth22 i Tth25) te imali u prosjeku 5,5 alela po lokusu (Tablica 8, Prilog B). 
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Lokusi Tth3 i Tth12 su se nalazili u 5’ UTR regiji te imali di- i tetra-nukleotidne motive, a 
lokusi Tth11, Tth13, Tth18, Tth19 i Tth23 u 3’ UTR regiji, te imali di- i tri-nukleotidne 
motive. U kodirajućim regijama zabilježeno je najviše tri-nukleotidnih motiva (Tth15, Tth22 
i Tth25) što je karakteristično za tu regiju, te još tetra- (Tth1 i Tth2) i penta-nukleotidni 
motivi (Tth5), koji nisu uobičajeni za tu regiju, ali zbog svoje duljine imaju nižu stopu 
mutacija pa se mogu pojaviti i u kodirajućim regijama (Akemi Hoshino i sur., 2012; 
Dammannogoda i sur., 2012; Tóth i sur., 2000).  
Alelno bogatstvo predstavlja procjenu prosječnog broja alela neovisnu o veličini 
uzorka svođenjem svih uzoraka na veličinu najmanjeg uzorka. U oba uzgojna ciklusa ukupne 
srednje vrijednosti alelnog bogatstva između populacija su se neznatno razlikovale što je u 
skladu sa zabilježenim sličnim vrijednostima između populacija T. thynnus u Sredozemnom 
moru [Ar= 5,40; 5,32; 5,20] (Vella i sur., 2016), [Ar= 5,37; 5,49; 5,34; 5,54; 5,63; 5,33; 5,55] 
(Carlsson i sur., 2004), [Ar= 8,7; 9,3; 10,0; 9,4; 9,2; 8,5; 9,5; 8,5] (Riccioni i sur., 2010b). 
Iako je bilo očekivano suprotno, u uzgojnim populacijama zabilježena je veća vrijednost 
alelnog bogatstva u usporedbi s divljim populacijama. Međutim, takav rezultat je mogao biti 
posljedica metodoloških pogrešaka prilikom dizajna istraživanja i uzorkovanja budući da je 
još uvijek teško postići odgovarajući dizajn uzorkovanja za mnoge komercijalno važne vrste 
zbog manjka znanja o njihovih biološkim osobinama, ponašanju, te česte nemogućnosti 
prikupljanja dovoljnog broja uzoraka ili postojanja neravnoteže u broju uzoraka u 
uzorkovanim populacijama (Antoniou i sur., 2017; Foulley i Ollivier, 2006; Nikolić i sur., 
2015; Riccioni i sur., 2017).  
Privatni aleli su aleli koji se pojavljuju isključivo samo kod jedne populacije unutar 
nekog istraživanja koje obuhvaća više populacija, te su veoma informativni u populacijsko-
genetičkim i evolucijskim istraživanjima (Neel i Cummings, 2003; Kalinowski, 2004; Petit i 
sur., 1998; Szpiech i sur., 2008). Iako je očekivano da će u divljim populacijama biti 
pronađeni aleli koji se neće pojaviti u uzgojnim u ovom istraživanju je zabilježena suprotna 
situacija; kod oba uzgojna ciklusa viša srednja vrijednost broja privatnih alela je zabilježena u 
uzgojnim populacijama u usporedbi s divljim populacijama. Ukupan broj privatnih alela bio 
je nešto viši u drugom uzgojnom ciklusu u kojem je zabilježen i najveći broj privatnih alela 
po lokusu (lokus Tth13 kod D2 populacije) u usporedbi s prvim uzgojnim ciklusom. Razlika 
broja privatnih alela između populacija i uzgojnih ciklusa može biti rezultat malog broja 
uzoraka ili neravnoteže u broju uzoraka u uzorkovanim populacijama, što je primijećeno kod 
D2 populacije kod koje je uzorkovan najmanji broj uzoraka u usporedbi s ostalim 
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populacijama, ali i strukturi uzoraka u populaciji ili situacije da jedinke s takvim alelima 
možda jednostavno nisu uzorkovane (Antoniou i sur., 2017; Vella i sur., 2016).  
Vrijednost koeficijenta križanja u srodstvu (FIS) je mjera za određivanje bliskog 
srodstva kod jedinki u populaciji temeljem povećanja udjela homozigotnih jedinki. Taj 
parametar predstavlja odnos između uočene i očekivane heterozigotnosti prema jednadžbi: 
FIS = (He-Ho)/He, a njegove vrijednosti se kreću od -1 do +1; pozitivna označava manjak 
heterozigota, a negativna njen višak. Ako je rezultat nula ili se kreće neznatno oko te 
vrijednosti, znači da je populacija u ravnoteži, pa je u njoj prisutan proces panmiksije što je 
karakteristično za migratorne vrste koje se razmnožavaju na velikom području. Međutim, 
rezultat koji ima znatno veću vrijednost od nula upućuje na križanje u srodstvu koje može 
utjecati na ukupnu kakvoću gena u populaciji (Waples, 2015; Weir i Cocherham, 1984; 
Wright, 1949). Srednja vrijednost koeficijenta križanja u srodstvu (FIS) je kod svih populacija 
u oba uzgojna ciklusa imala sličan raspon vrijednosti zabilježen prethodno kod T. thynnus u 
Sredozemnom moru (FIS= -0,05 do 0,09) (Riccioni i sur., 2010), ukazujući na blago 
povećanje heterozigotnosti. Međutim, na dva lokusa (Tth13 i Tth15) zabilježen je viši broj 
homozigotnih genotipova, te FIS vrijednost značajno veća od nule, što može biti rezultat 
pogrešaka pri genotipiziranju ili pojave nul alela na tim lokusima (Chaoui i sur., 2012). Na 
tim lokusima je program MICROCHEKER zaista ukazao na mogućnost postojanja nul alela, 
ali za konačnu odluku o njihovom uklanjanju iz analiza bi trebalo provesti ponovo 
uzorkovanje, ali ovog puta mnogo većeg broja jedinki koristeći iste metode uzorkovanja. 
Ukoliko bi rezultati ponovo ukazali na višak homozigotnosti na tim lokusima, iste treba 
isključiti iz analize (Chapuis i Estoup, 2007; Lemer i sur., 2011; Wagner i sur., 2006). Iako je 
to trenutno nemoguće, može se uzeti u obzir za planiranje budućih istraživanja, uz zamjenu 
ili uključivanje dodatnih novih lokusa, budući da pogreške prilikom genotipizacije nisu 
nužno problematične za genetičku diferencijaciju kada se koristi dovoljan broj dobro 
odabranih lokusa (Arthofer i sur., 2018; Carlsson, 2008; Pompanon i sur., 2005; Wang, 
2018). 
Kod nekoliko lokusa u ovom istraživanju je zabilježeno značajno odstupanje od 
Hardy-Weinbergove ravnoteže. Slična odstupanja su zabilježena u mnogim drugim 
istraživanjima i mogu biti posljedica utjecaja selekcije na gene s kojima su lokusi povezni, 
mutacija, nepostojanja panmiksije, prisutnosti nul alela, Wahlundovog efekta i genotipskih 
pogrešaka (Adelyna i sur., 2016; Dewoody i sur., 2006; Luikart i sur., 2003; Morin i sur., 
2009; Norris i sur., 1999; Selkoe i Toonen, 2006; Waples, 2015). U uzgojnim populacijma 
tune to može biti povezano s postojanjem jedinki iz više generacija unutar istog kaveza, zbog 
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česte prakse uzgajivača da prenose nedorasle ribe ispod minimalne veličine od 30 kg u idući 
uzgojni ciklus, tzv. „carry-over“ (ICCAT, 2017; NN 4/2017). Naime, budući da u Hrvatskoj 
uzgojni ciklus traje duže (18 do 36 mjeseci) u usporedbi s ostalim zemljama koje se bave 
uzgojem i tovom tuna u Sredozemnom moru (Mladineo i sur., 2008; Mylonas i sur., 2010; 
Ottolenghi, 2008), uzgajališta godišnje prebacuju i do 30.000 tona nedoraslih riba u slijedeći 
uzgojni ciklus, miješajući ribe iz nekoliko različitih generacija unutar istog kaveza, imajući 
tako nehotice utjecaj na rezultate analiza genetičke strukture. 
Vrijednost fiksacijskog indeksa (FST), kao mjera protoka gena odnosno genetičke 
diferencijacije populacija, kreće se od 0 do 1 gdje vrijednost 0 ukazuje da istraživane 
populacije imaju podjednake frekvencije alela, odnosno da vjerojatno postoji njihova 
povezanost kroz parenje, dok vrijednost 1 označava različitost frekvencije alela i da 
populacije ne dijele istu zalihu gena (Wright, 1978). U ovom istraživanju ta vrijednost 
između divljih i uzgojnih populacija iz dva uzgojna ciklusa je iznosila 0,005 i bila značajno 
niža od prosjeka za morske ribe (0,062) (Ward, 2006), ukazujući na nizak stupanj 
diferencijacije. Takav rezultat međutim je i očekivan, obzirom da je ovo istraživanje 
usredotočeno na otkrivanje mogućih adaptivnih lokusa tijekom uzgojnog ciklusa. Niska FST 
vrijednost je zabilježena i u istraživanju Riccioni i sur. (2017) koji su kod uzoraka T. thynnus 
iz Sredozemnog mora korištenjem EST-SSR zabilježili deset puta nižu FST vrijednost od one 
zabilježene pomoću neutralnih mikrosatelita (Riccioni i sur., 2010b, 2013), a također, testom 
neutralnosti nisu pronašli utjecaj selekcije na testirane lokuse, tj. nije zabilježeno njihovo 
odstupanje od neutralnosti. Navedeni rezultati su u skladu sa zapažanjima u drugim 
istraživanjima da je samo mali postotak gena pod utjecajem selekcije, što je zabilježeno i u 
ovom istraživanju budući da niti na jednom lokusu nisu utvrđene atipične vrijednosti FST 
parametra („outlier“ lokusi) (Agostini i sur., 2013; Ellis i Burke, 2007; Kochmann i sur., 
2012; Riccioni i sur., 2017). Antoniou i sur. (2017) su koristeći mikrosatelite (Clark i sur., 
2004; McDowell i sur., 2002) i SNP biljege razvijene ddRAD-seq metodom (engl. Double-
digest Restriction Associated DNA Sequencing), istraživali genetičku raznolikosti tuna iz 
Sredozemnog mora i obale Maroka u Atlantskom oceanu, i također zabilježili nisku FST 
vrijednost. Međutim to se može pripisati i biološkim osobitostima tune, kao što su 
razmnožavanje u otvorenom moru, migratorno ponašanje i velika brojnost populacija.  
Mnoga provedena istraživanja značajno su doprinijela znanju o biologiji, navikama, te 
strukturi stokova atlantske plavoperajne tune unutar Atlantskog oceana i Sredozemnog mora, 
međutim postoji još mnogo nepoznanica koje će buduća istraživanja morati otkriti kako bi se 
postavio pravilan plan očuvanja ove vrste. Korištenje molekularnih metoda pokazalo se vrlo 
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dobrim alatom za dobivanje podataka važnih za pravilno očuvanje i upravljanje ribljim 
fondom. Stoga se u istraživanjima sve češće koriste mikrosatelitni biljezi koji potječu iz 
kodirajućih regija u genomu ili se nalaze u njihovoj blizini, a neprestano se razvijaju i nove 
metode za njihovo pronalaženje unutar genoma, razvoj novih početnica i korištenje u 
različitim vrstama riba.  
Analizom mikrosatelitnih lokusa koji se nalaze u, ili u blizini kodirajućih regija fiziološki 
važnih gena atlantske plavoperajne tune T. thynnus tijekom dva ciklusa kaveznog uzgoja u 
Jadranskom moru, nije dokazan specifični uzorak koji bi mogao ukazati na promjenu u 
fitnessu riba i utjecaj na preživljavanje divljih juvenilnih jedinki do kraja uzgojnog ciklusa. 
Nekoliko od 13 novorazvijenih mikrosatelitnih lokusa je pokazalo pad broja alela i nižu 
vrijednost alelnog bogatstva na kraju uzgojnog ciklusa, nekoliko je ostalo stabilno, a kod 
nekoliko je zabilježeno povećanje, ukazujući na raznolikost jedinki u populacijama tuna 
unutar određene godine. Također, iako su istraženi lokusi bili polimorfni, rezultati analize 
genetičke raznolikosti između uzorkovanih populacija ukazuju da varijabilnost između ovih 
lokusa očito ne utječe na stopu preživljavanja divljih juvenilnih tuna do kraja uzgojnog 
ciklusa niti su oni dovoljno informativni da bi ukazali na razlike u genotipovima između 
divljih i uzgojnih populacija. Na donošenje definitivnih zaključaka o ulozi polimorfizma ovih 
lokusa u imunološkim reakcijama kod tuna, te strukturi njihovih populacija, treba uzeti u 
obzir i relativno mali i neravnomjerno raspoređen broj uzoraka u populacijama kao i kratko 
vremensko razdoblje uzorkovanja. Potrebna su daljnja istraživanja na većem broju uzoraka, u 
različitim populacijama i tijekom dužeg vremenskog razdoblja, te povećanje broja 
istraživanih lokusa. Nadalje, unatoč tome što su rezultati ovog istraživanja na populacijskoj 
razini pokazali da nema značajnih razlika između divljih juvenilnih i uzgojnih populacija, 
lokusi razvijeni u ovom istraživanju proširuju popis mikrosatelitnih biljega dostupnih za 
atlantsku plavoperajnu tunu T. thynnus. U budućim istraživanjima mogu biti informativni pri 
proučavanju genetskih varijacija određenih gena, procjeni strukture populacija i molekularne 
ekologije ove vrste prilikom planiranja različitih zootehničkih i profilaktičkih mjera 
predviđenih tijekom uzgojnog ciklusa. 
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6. ZAKLJUČCI 
 
 Razvijen je i optimiziran multipleks PCR protokol s 13 EST-SSR smještenih u, ili u 
blizini kodirajućih regija gena koji se mogu dovesti u vezu s imunološkim sustavom 
atlantske plavoperajne tune u Jadranskom moru te otpornošću na uvjete stresa.  
 
 Većina ispitivanih lokusa je bila polimorfna. U prvom uzgojnom ciklusu je zabilježen 
prosječni broj alela od 6,53 po lokusu, te 5,92 u drugom uzgojnom ciklusu. Raspon 
broja alela po lokusima je bio umjeren (1-19), a prosječni broj alela po lokusu je bio 
neznatno viši u uzgojnim populacijama u usporedbi s divljim populacijama. 
 
 Prosječne vrijednosti koeficijenta križanja u srodstvu (FIS) su kod svih populacija 
ukazala na blago povećanje heterozigotnosti i imale sličan raspon vrijednosti 
zabilježen u prethodnim istraživanjima za T. thynnus u Sredozemnom moru. 
 
 Kod nekoliko lokusa je zabilježeno odstupanje od Hardy-Weinbergove ravnoteže što 
može biti rezultat prisutnosti nul alela, pogreški pri genotipizaciji ili “carry-overa” 
kod uzgojnih populacija. 
 
 Kod novoulovljene populacije juvenilnih tuna nije pronađen određeni genotip koji bi 
ukazivao na osjetljivost jedinki sklonijih ugibanju tijekom uzgojnog ciklusa.  
 
 U uzgojnim populacijama je zabilježena viša vrijednost alelnog bogatstva i broja 
privatnih alela u usporedbi s divljim populacijama što može biti rezultat metodoloških 
pogreški prilikom dizajna istraživanja, uzorkovanja, te strukture uzoraka u populaciji. 
 
 Testovima neutralnosti nije pronađen utjecaj selekcije na testirane mikrosatelitne 
lokuse što u kombinaciji s preostalim rezultatima ukazuje na činjenicu da nisu 
dovoljno informativni da bi se pomoću njih pronašle razlike u genotipovima 
juvenilnih divljih i uzgojnih jedinki atlantske plavoperajne tune tijekom uzgojnog 
ciklusa.  
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8. PRILOZI 
 
Prilog A. Genotipovi svih uzoraka atlantske plavoperajne tune T. thynnus iz dva uzastopna uzgojna ciklusa na uzgajalištu u blizini južne strane 
otoka Brača u Jadranskom moru.  
Neočitani genotipovi koji se nisu amplificirali ili su bili premali za očitavanje su označeni sa znakom upitnika (?) 
 
 Tth1 Tth2 Tth3 Tth5 Tth11 Tth12 Tth13 Tth14 Tth15 Tth18 Tth19 Tth22 Tth23 Tth25 
UL09_1 116 124 165 173 102 106 221 221 175 177 145 145 206 206 265 265 126 126 234 243 190 190 261 264 270 270 149 158 
UL09_2 116 116 169 169 102 114 221 221 175 175 143 143 210 230 265 265 126 126 237 243 190 190 258 264 268 272 149 158 
UL09_3 116 116 169 169 110 114 221 221 175 175 145 145 214 230 265 265 126 126 249 255 190 190 261 261 272 272 155 158 
UL09_4 116 116 169 169 102 110 221 221 173 177 145 147 206 206 265 265 126 126 240 249 190 193 261 261 270 270 152 161 
UL09_5 116 116 165 165 102 110 221 221 177 177 145 145 214 214 265 265 126 126 243 243 190 193 255 261 272 272 149 152 
UL09_6 120 128 169 169 106 106 221 221 175 175 145 147 206 210 265 265 126 126 237 249 190 190 264 264 270 272 149 158 
UL09_7 116 116 169 169 102 106 221 221 175 177 145 145 210 210 265 265 126 126 234 237 190 190 261 261 270 272 149 158 
UL09_8 116 116 169 173 102 110 221 221 175 177 145 147 206 208 265 265 126 126 234 243 190 193 264 270 268 272 149 152 
UL09_9 124 124 169 169 102 110 221 221 173 175 145 147 214 214 265 265 126 129 237 240 190 190 261 261 272 274 149 158 
UL09_10 116 120 169 169 102 114 221 221 173 175 145 147 220 232 265 265 126 126 240 243 190 193 261 261 270 270 149 149 
UL09_11 116 116 169 169 102 106 221 221 175 177 143 147 220 220 265 265 126 126 240 243 190 190 261 261 270 272 149 152 
UL09_12 116 120 169 173 102 110 221 221 175 175 143 147 210 210 265 265 126 126 243 246 190 190 261 261 272 272 158 158 
UL09_13 116 120 169 169 102 114 221 221 177 177 145 145 214 214 265 265 126 126 249 249 190 190 261 264 272 272 152 158 
UL09_14 116 116 169 169 106 110 221 221 175 177 143 145 216 216 265 265 126 126 240 240 190 190 261 261 270 272 149 152 
UL09_15 116 116 169 169 102 110 221 221 175 177 147 147 210 212 265 265 126 129 240 246 190 190 261 261 270 272 149 149 
UL09_16 116 116 169 173 102 110 221 226 177 177 145 147 216 232 265 265 126 126 243 246 193 193 261 261 272 272 152 155 
UL09_17 116 116 169 169 102 106 221 221 175 177 143 145 206 230 265 265 126 126 234 240 190 193 261 267 272 272 158 158 
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UL09_18 116 116 169 169 102 110 221 221 175 177 143 145 206 206 265 265 126 126 243 246 190 193 255 261 270 270 149 149 
UL09_19 116 116 169 169 102 110 221 221 177 177 143 145 206 230 ? ? 126 129 240 240 190 190 261 261 270 272 149 149 
UL09_20 116 116 169 169 102 110 221 221 177 177 145 147 224 224 265 265 126 126 243 243 190 190 261 264 270 272 149 155 
UL09_21 116 116 169 169 102 106 221 221 177 177 145 145 206 210 265 265 126 126 243 246 190 190 261 261 270 272 152 155 
UL09_22 116 116 169 169 102 110 221 221 173 177 143 145 212 230 265 265 126 126 243 249 190 190 261 264 272 274 149 155 
UL09_23 116 116 169 169 102 114 221 221 175 177 145 147 208 208 265 265 126 126 243 246 190 190 261 267 270 272 149 149 
UL09_24 116 120 169 169 102 110 221 221 175 177 145 145 216 226 265 265 126 126 243 249 190 190 261 261 272 272 149 152 
UL09_25 116 124 165 173 102 110 221 221 175 177 143 143 208 208 265 265 126 126 237 261 190 190 261 267 270 272 152 158 
UL09_26 116 116 169 169 102 110 221 226 175 175 145 147 208 208 265 265 126 126 243 246 190 193 261 267 270 270 149 161 
UL09_27 116 116 169 169 102 110 221 221 175 177 143 145 ? ? 265 265 126 126 234 249 190 193 261 261 270 272 152 155 
UL09_28 116 116 169 173 102 110 221 221 175 175 141 147 200 230 265 265 126 126 243 249 193 193 261 264 272 272 149 158 
UL09_29 116 116 169 169 102 106 221 221 173 177 143 145 210 210 265 265 126 126 237 255 190 193 261 261 272 272 149 158 
UL09_30 108 112 169 169 102 110 221 226 175 177 147 147 208 210 265 265 126 126 243 252 190 190 261 267 272 272 149 158 
UL09_31 108 116 169 169 102 114 221 221 175 177 141 147 206 228 265 265 126 126 237 243 193 193 261 264 272 274 149 152 
UL09_32 116 116 169 169 102 114 221 221 173 175 143 145 226 228 265 265 126 126 243 243 190 190 261 261 268 272 158 158 
UL09_33 108 116 165 169 102 106 221 221 175 177 145 147 230 232 265 265 126 129 243 243 190 190 261 261 270 272 149 152 
UL09_34 116 116 169 169 102 110 221 221 175 177 145 147 206 210 265 265 126 126 249 255 190 193 261 264 272 272 152 152 
UL09_35 116 128 169 169 102 114 221 221 175 177 147 147 206 206 265 265 126 126 243 246 190 190 261 261 270 270 149 152 
UL09_36 116 120 169 169 102 110 221 221 175 175 145 145 206 206 265 265 126 126 237 246 184 190 261 261 270 272 158 158 
UL09_37 108 116 169 169 102 110 221 221 173 177 145 145 210 210 265 265 126 126 243 243 190 190 261 267 268 270 158 158 
UL09_38 112 120 169 173 102 114 221 221 175 175 145 147 216 230 265 265 126 126 246 246 190 190 261 261 272 272 158 161 
UL09_39 116 116 169 169 102 110 221 221 173 175 145 147 210 210 265 265 126 129 252 258 190 190 264 264 272 272 149 155 
UL09_40 116 116 165 169 102 114 221 221 175 175 145 147 206 206 265 265 126 126 243 246 190 193 261 267 270 272 152 152 
UL09_41 116 120 169 169 102 106 221 221 175 175 143 145 ? ? 265 265 126 126 234 243 190 193 261 261 270 272 152 158 
UL09_42 116 116 169 169 102 110 221 221 175 177 141 145 210 214 265 265 126 126 243 246 190 190 261 261 272 272 149 152 
 118 
UL09_43 116 116 169 173 102 110 221 221 175 177 143 145 ? ? 265 265 126 126 243 243 190 190 261 264 272 272 152 152 
UL09_44 112 116 169 169 102 110 221 221 175 177 147 147 214 226 ? ? 126 126 237 246 190 190 261 264 272 272 155 158 
UL09_45 112 116 169 169 102 106 221 221 175 177 143 145 224 230 265 265 126 126 246 255 190 190 261 264 272 272 152 152 
UL09_46 116 116 165 169 102 110 221 221 175 175 143 145 206 210 265 265 126 129 243 243 190 190 258 261 270 272 149 152 
UL09_47 116 120 169 169 102 110 221 221 175 175 141 143 226 226 ? ? 126 126 246 246 190 190 261 261 270 272 152 161 
UL09_48 116 116 169 169 102 110 221 221 175 177 145 147 208 210 ? ? 126 126 237 240 190 190 261 264 ? ? 149 158 
UL09_49 116 116 165 169 102 114 221 221 173 177 145 145 228 230 ? ? 126 126 246 252 190 190 261 264 270 272 149 158 
UL09_50 116 120 169 169 102 110 221 226 175 177 143 145 214 232 265 265 126 129 237 246 190 190 261 261 272 272 152 152 
UL09_51 116 120 169 169 102 110 221 221 175 175 143 145 206 210 265 265 126 126 243 243 193 193 261 261 270 272 152 152 
UL09_52 116 116 169 169 102 110 221 221 175 175 145 145 208 224 265 265 126 126 243 246 190 190 261 267 272 272 149 158 
UL09_53 116 116 169 173 102 110 221 221 175 177 143 145 210 210 265 265 126 126 243 255 190 190 261 261 270 270 149 149 
UL09_54 116 124 169 169 98 106 221 221 177 177 145 147 212 212 265 265 126 129 243 243 190 190 261 261 270 272 152 152 
UL09_55 116 120 169 169 102 110 221 221 175 177 145 147 206 222 ? ? 126 129 243 252 190 193 261 264 270 272 155 161 
UL09_56 116 132 169 169 102 110 221 226 173 175 143 145 206 206 265 265 126 126 234 240 190 190 261 264 272 272 149 155 
UL09_57 116 116 169 169 102 110 221 221 175 177 143 145 212 224 ? ? 126 126 243 252 190 190 261 261 270 270 149 149 
UL09_58 112 124 169 169 102 102 221 221 177 177 141 143 212 212 265 ? 126 126 240 255 190 193 261 261 270 272 149 161 
UL09_59 116 116 169 169 102 114 221 221 173 175 147 147 206 210 ? ? 126 126 246 246 190 190 261 264 270 272 152 158 
UL09_60 108 116 169 169 102 110 221 221 177 177 143 145 206 206 265 265 126 126 237 243 190 193 258 261 270 272 155 155 
UL09_61 116 116 169 169 102 110 221 221 175 177 143 145 206 206 ? ? 126 126 240 246 190 190 261 264 270 270 149 155 
UL09_62 116 124 169 169 102 110 221 221 177 177 147 147 216 232 ? ? 126 126 243 249 190 190 261 261 270 272 149 155 
UL09_63 116 124 169 169 102 102 221 221 173 177 143 147 206 206 265 265 126 126 240 243 190 193 261 261 270 272 149 158 
UL09_64 116 124 169 169 102 102 221 221 173 177 143 147 206 206 265 265 126 126 240 243 190 193 261 261 270 272 149 158 
UL09_65 116 124 169 169 102 110 221 221 177 177 143 145 206 230 ? ? 126 126 240 243 190 190 261 261 272 272 158 158 
UL09_66 116 116 169 169 102 110 221 221 175 175 143 145 210 212 265 265 126 126 243 246 190 190 261 261 272 274 155 158 
UL09_67 116 116 169 169 102 106 221 221 177 177 143 147 228 230 ? ? 126 126 243 243 190 193 261 267 270 272 149 158 
 119 
UL09_68 116 136 165 169 102 106 221 221 175 177 145 145 206 210 ? ? 126 126 243 243 190 190 261 261 270 272 158 158 
UL09_69 116 120 169 169 98 110 221 221 177 177 143 147 226 226 268 265 126 126 243 246 190 190 261 261 272 272 149 149 
UL09_70 116 116 169 169 102 110 221 221 175 177 143 145 228 230 265 265 126 126 243 249 190 193 261 261 268 270 149 158 
UL09_71 112 136 169 173 110 114 221 221 175 177 141 143 206 206 ? ? 126 129 237 252 190 193 261 261 270 270 149 149 
UL09_72 116 116 169 169 102 110 221 226 175 177 145 147 206 230 265 265 126 126 ? ? 190 190 261 261 272 272 149 158 
UL09_73 108 116 169 169 102 102 221 221 175 175 145 147 206 212 265 265 126 126 243 246 190 190 261 261 272 274 149 149 
UL09_74 116 116 169 169 102 110 221 226 175 177 145 147 206 230 265 265 126 126 ? ? 190 190 ? ? 272 272 149 158 
UL09_75 116 116 169 169 102 114 221 221 177 177 145 147 228 230 265 265 126 126 246 246 190 190 261 261 272 272 149 152 
UL09_76 116 116 169 169 102 114 221 221 175 177 145 145 ? ? 265 265 126 126 243 249 190 190 264 264 272 272 149 149 
UL09_77 116 116 169 169 102 110 221 221 175 177 141 147 206 230 265 265 126 126 237 243 190 190 261 270 270 272 152 167 
UL09_78 116 116 169 173 102 106 221 221 175 177 145 147 206 210 265 265 126 126 237 246 190 190 261 264 268 272 158 158 
UL09_79 112 116 165 169 102 110 221 221 175 171 143 145 206 206 265 265 126 126 240 243 190 190 261 267 272 272 158 158 
UL09_80 116 128 169 169 102 114 221 221 175 177 143 145 210 234 265 265 126 126 243 246 190 190 261 261 270 272 158 158 
UL09_81 116 116 165 169 102 110 221 221 177 177 143 145 236 236 265 268 126 126 243 243 190 193 261 264 270 270 158 158 
UL09_82 116 136 165 169 102 114 221 226 177 177 143 145 214 230 265 268 126 126 237 243 193 193 261 264 270 270 158 158 
UL09_83 116 124 169 173 102 110 221 221 173 177 145 147 206 236 ? ? 126 126 237 243 190 190 261 261 270 272 149 158 
UL09_84 116 116 169 169 102 110 221 221 173 177 143 143 210 210 265 265 126 126 240 240 190 190 261 261 272 274 152 158 
UL09_85 116 116 169 173 102 110 221 221 173 175 145 145 ? ? 265 265 126 126 243 249 190 193 261 261 270 270 158 158 
UL09_86 116 116 169 169 102 106 221 221 177 177 147 147 ? ? 265 265 126 126 243 249 184 190 261 261 270 272 149 158 
UL09_87 116 116 169 169 102 114 221 221 175 177 143 147 ? ? 265 265 126 126 237 240 190 190 261 261 270 272 158 158 
UL09_88 116 116 169 169 110 114 216 221 175 177 145 147 ? ? 265 265 126 126 243 243 190 193 261 264 272 274 149 152 
UL09_89 112 116 169 173 102 110 221 221 175 177 145 145 210 214 265 265 126 126 240 243 190 190 261 264 270 272 152 158 
UL09_90 116 116 169 173 102 110 221 221 ? ? 145 147 210 220 265 265 126 126 240 243 190 193 261 264 270 270 155 158 
UL09_91 116 128 169 173 102 106 221 221 175 177 143 147 210 220 265 265 126 126 240 240 190 193 261 261 270 274 155 158 
UL09_92 116 116 169 173 102 106 221 226 175 175 145 145 212 214 265 265 126 126 237 255 190 193 261 261 272 274 149 152 
 120 
UL09_93 116 116 169 169 102 110 221 221 175 177 145 145 216 234 ? ? 126 126 243 249 190 193 261 261 272 272 149 158 
UL09_94 112 116 169 173 102 114 221 221 173 175 141 143 206 206 265 265 126 126 243 246 190 190 261 267 272 272 149 152 
UL09_95 116 120 169 169 102 110 221 221 175 177 143 147 220 222 265 265 126 126 237 243 190 190 261 264 272 272 152 155 
UL09_96 116 116 169 169 102 110 221 221 173 175 143 147 210 230 265 265 126 126 243 246 190 190 261 261 270 270 149 152 
UL09_97 108 116 169 173 102 110 221 221 173 177 145 145 228 232 265 265 126 126 243 243 190 193 261 264 268 272 149 155 
UL09_98 116 120 169 169 102 110 221 221 173 177 143 145 206 206 265 271 126 126 243 243 190 190 261 261 272 272 149 149 
UL09_99 108 132 169 169 102 106 221 226 175 175 143 143 204 204 265 265 126 126 243 243 190 190 261 264 270 272 155 158 
UL09_100 116 116 169 173 102 110 221 221 175 175 143 147 216 216 265 265 126 129 243 246 190 190 261 261 272 274 155 158 
IZ11_101 112 112 165 173 102 110 221 221 175 175 143 143 210 212 265 265 126 126 237 243 190 190 261 261 270 272 158 161 
IZ11_102 116 116 169 169 102 110 221 226 177 177 143 145 206 206 265 265 126 126 243 246 190 190 261 270 270 272 149 152 
IZ11_103 112 112 169 173 102 110 221 226 175 175 141 147 206 206 265 265 126 126 243 243 190 190 261 261 270 272 149 158 
IZ11_104 116 124 169 169 102 114 221 221 177 177 143 145 214 226 265 265 126 126 243 243 193 193 261 270 270 270 149 158 
IZ11_105 116 116 169 173 102 110 221 221 175 177 143 143 214 214 265 265 126 126 240 243 190 190 261 264 270 272 155 155 
IZ11_106 112 112 169 169 102 114 221 221 175 177 145 147 214 226 265 265 126 126 243 243 190 190 261 264 270 270 149 149 
IZ11_107 116 116 169 169 102 110 221 221 175 177 145 147 210 212 265 265 126 126 243 246 190 190 261 261 270 274 149 149 
IZ11_108 116 116 169 169 102 102 221 221 175 177 145 147 210 210 265 265 126 126 243 243 190 193 261 264 272 272 149 155 
IZ11_109 116 120 169 169 102 110 216 221 177 177 143 145 212 212 265 265 126 126 243 249 190 190 264 264 270 272 149 158 
IZ11_110 112 116 169 169 102 110 221 221 175 177 147 147 204 216 265 265 126 129 249 249 190 190 261 267 270 272 149 158 
IZ11_111 116 116 169 169 102 106 221 221 177 177 143 145 210 226 265 265 126 126 237 243 193 193 261 261 272 276 152 152 
IZ11_112 116 124 169 169 102 110 221 221 175 175 143 143 230 230 265 265 126 126 249 255 190 190 261 264 270 272 149 152 
IZ11_113 116 120 169 169 102 110 221 221 175 175 143 143 206 212 265 265 126 126 240 243 190 193 261 261 270 272 149 149 
IZ11_114 108 116 165 169 102 110 221 221 175 177 141 145 212 212 265 265 126 126 243 246 190 190 261 264 270 272 152 158 
IZ11_115 112 116 165 169 102 106 221 221 173 175 143 145 206 230 265 265 123 126 243 243 184 190 261 261 270 272 149 149 
IZ11_116 116 116 169 169 102 106 221 221 173 175 143 147 204 228 265 265 126 126 237 243 190 190 261 261 270 272 152 158 
IZ11_117 108 116 169 169 102 110 221 221 173 177 141 143 228 230 265 265 126 126 243 243 190 190 261 261 270 272 149 155 
 121 
IZ11_118 116 116 169 169 102 110 221 221 175 177 143 147 212 212 265 265 126 126 240 246 190 193 261 264 270 272 152 155 
IZ11_119 116 124 169 173 102 110 221 221 177 179 143 147 212 214 265 265 126 126 234 249 190 190 261 264 270 272 152 155 
IZ11_120 116 120 169 169 102 110 221 221 175 177 143 145 214 228 265 265 126 126 246 255 190 190 261 270 272 272 149 158 
IZ11_121 116 124 169 169 102 110 221 221 175 177 147 147 212 228 265 265 126 126 243 246 190 193 261 261 270 272 149 152 
IZ11_122 116 120 169 169 102 106 221 221 175 177 143 145 210 230 265 265 126 126 243 243 190 193 258 261 270 274 149 158 
IZ11_123 108 124 169 169 102 110 221 221 175 175 143 145 216 216 265 265 126 126 240 243 190 193 261 261 272 272 149 152 
IZ11_124 124 124 169 169 102 110 221 221 175 177 145 145 210 230 265 265 126 126 234 243 190 190 261 264 270 272 158 158 
IZ11_125 112 116 169 169 102 114 221 221 175 177 143 145 202 202 265 265 126 129 243 246 190 190 261 261 270 272 149 152 
IZ11_126 108 116 169 173 102 110 221 221 173 177 145 147 216 236 265 265 126 126 237 246 190 190 261 264 270 272 149 158 
IZ11_127 116 120 169 169 102 106 221 221 175 177 143 145 214 230 265 265 126 126 246 261 190 190 261 261 270 270 149 161 
IZ11_128 116 116 169 169 102 114 221 221 175 177 143 145 206 214 265 265 126 126 234 243 190 193 261 261 270 272 149 152 
IZ11_129 116 116 169 169 102 114 216 221 175 177 143 145 212 212 265 265 126 126 237 237 190 193 261 261 272 272 152 152 
IZ11_130 116 116 169 173 102 102 221 221 173 177 145 147 230 232 265 265 126 126 243 246 190 193 258 261 270 270 149 152 
IZ11_131 120 120 169 169 102 110 221 221 175 177 145 147 210 214 265 265 126 129 243 246 193 193 261 261 270 272 149 155 
IZ11_132 116 116 169 169 102 110 221 221 173 177 145 145 230 232 265 265 126 129 243 249 190 190 261 264 272 272 152 158 
IZ11_133 116 120 169 169 102 102 221 221 175 177 143 145 206 206 265 265 126 126 243 255 190 190 261 261 272 272 149 158 
IZ11_134 112 116 169 169 102 106 221 221 175 175 145 145 206 208 265 265 126 126 240 243 190 190 261 261 270 272 152 158 
IZ11_135 120 124 169 169 102 110 221 221 175 175 145 145 208 212 265 265 123 126 243 246 190 190 261 261 270 270 158 158 
IZ11_136 116 120 165 169 106 110 221 221 175 177 145 145 ? ? 265 265 126 126 240 243 190 190 261 261 270 272 155 158 
IZ11_137 116 116 169 169 102 114 221 221 175 177 145 145 206 206 265 265 126 126 243 246 190 193 261 261 272 274 152 158 
IZ11_138 116 116 169 169 102 110 221 221 175 177 145 147 208 208 265 265 126 129 243 243 190 193 261 264 270 272 152 158 
IZ11_139 112 116 169 169 102 110 221 221 175 177 145 147 208 230 265 265 126 126 243 246 190 190 261 264 270 272 152 158 
IZ11_140 112 112 169 169 98 114 221 221 175 177 141 143 230 230 265 265 126 126 240 243 190 193 261 264 272 272 149 158 
IZ11_141 116 116 165 169 102 114 221 221 175 175 143 145 206 214 265 265 126 126 243 246 190 193 261 261 270 272 152 155 
IZ11_142 116 116 165 169 102 110 221 221 175 175 143 145 206 228 265 265 126 126 237 249 190 193 261 261 270 272 149 152 
 122 
IZ11_143 112 116 169 169 102 106 221 221 175 177 143 145 220 224 265 265 126 126 243 252 190 193 261 261 268 270 152 155 
IZ11_144 116 116 169 169 102 110 221 221 175 177 145 147 206 206 265 265 126 126 246 249 190 190 258 261 270 272 149 152 
IZ11_145 108 116 169 169 102 106 221 221 175 177 145 145 204 216 265 265 126 126 240 249 190 190 261 261 270 272 152 152 
IZ11_146 116 116 169 169 102 110 221 226 175 177 143 145 230 236 265 265 126 129 237 249 190 190 261 261 272 272 149 161 
IZ11_147 120 120 169 169 102 114 221 221 173 175 145 147 208 212 265 265 126 126 237 243 190 190 261 261 270 272 149 155 
IZ11_148 116 116 169 169 102 114 221 221 175 177 145 147 210 214 265 265 126 126 243 243 190 190 264 270 270 270 152 158 
IZ11_149 112 116 169 169 102 114 221 221 173 175 145 145 224 226 265 265 126 126 243 249 193 193 258 261 270 272 152 158 
IZ11_150 116 128 169 169 102 110 221 221 175 177 141 143 216 216 265 265 126 126 243 243 190 190 261 261 272 272 149 158 
IZ11_151 116 116 169 169 102 110 221 221 173 175 143 147 206 230 265 265 126 126 243 243 190 190 261 261 270 270 155 158 
IZ11_152 120 124 169 169 102 114 221 221 177 177 141 143 206 232 265 265 126 126 237 246 193 193 261 264 268 274 158 164 
IZ11_153 116 116 169 169 106 114 221 226 175 175 143 147 210 210 265 265 126 126 243 243 190 190 261 264 270 272 149 158 
IZ11_154 116 116 169 177 102 110 221 221 173 177 143 147 210 216 265 265 126 126 234 237 190 190 261 264 272 272 155 158 
IZ11_155 116 120 169 169 102 110 221 221 175 177 143 145 210 224 265 265 126 126 243 243 190 190 261 264 270 270 152 158 
IZ11_156 116 124 169 169 102 110 221 221 175 175 143 145 206 232 265 265 126 129 234 243 190 190 264 264 270 270 149 155 
IZ11_157 116 116 165 169 102 110 221 226 175 175 143 145 216 236 265 265 126 129 243 243 190 190 261 267 270 272 149 155 
IZ11_158 116 116 169 169 102 110 221 221 173 175 143 145 212 224 265 265 126 126 243 246 193 193 261 267 270 272 149 152 
IZ11_159 116 116 169 169 102 110 221 221 175 177 145 145 206 206 265 265 126 126 237 243 190 190 261 264 270 272 152 161 
IZ11_160 116 120 165 169 102 106 221 221 175 177 145 147 206 206 265 265 126 126 237 261 190 193 261 261 272 272 149 158 
IZ11_161 112 116 169 169 102 110 221 221 175 177 143 145 216 224 265 265 126 126 240 240 190 190 261 261 270 272 155 155 
IZ11_162 116 128 169 169 102 114 221 221 175 177 143 145 214 230 265 265 126 126 243 243 193 193 261 261 270 270 152 158 
IZ11_163 116 116 169 169 102 106 221 221 175 175 143 145 206 206 265 265 126 126 243 246 190 193 261 267 272 272 149 152 
IZ11_164 112 116 165 169 102 110 221 221 175 177 145 145 204 206 265 265 126 126 243 249 190 190 261 264 270 272 149 152 
IZ11_165 116 120 169 169 102 110 221 221 173 175 145 147 208 230 265 265 126 126 237 243 190 193 261 264 270 272 149 158 
IZ11_166 116 120 169 169 102 110 221 221 175 175 145 147 210 234 265 265 126 126 234 246 190 193 261 261 270 272 152 158 
IZ11_167 108 116 165 169 102 102 221 221 177 177 145 145 218 220 265 265 126 126 240 246 184 190 261 261 272 274 149 152 
 123 
IZ11_168 116 116 169 169 102 102 221 221 175 175 143 147 206 212 265 265 126 126 243 243 190 193 258 261 272 272 149 149 
IZ11_169 116 124 169 169 102 110 221 221 175 175 145 145 230 246 265 265 126 126 243 246 190 190 261 264 270 272 149 158 
IZ11_170 116 124 169 169 102 106 221 221 175 175 145 147 210 210 265 265 126 126 252 258 190 190 261 261 270 272 149 152 
IZ11_171 112 116 169 169 102 110 221 221 175 177 145 147 210 240 ? ? 126 126 240 243 190 190 261 261 270 272 149 149 
IZ11_172 116 120 169 169 102 114 221 221 173 177 145 145 206 212 265 265 126 126 237 243 190 193 261 270 270 272 155 158 
IZ11_173 116 116 169 173 102 110 221 221 173 173 145 145 210 212 265 265 126 126 243 246 190 190 261 273 270 272 149 152 
IZ11_174 116 116 169 169 102 110 221 226 175 177 145 145 206 230 265 265 126 126 240 243 190 193 261 264 270 272 152 158 
IZ11_175 116 116 169 169 102 110 221 221 175 177 143 147 208 232 265 271 126 126 240 243 190 193 261 264 270 272 152 152 
IZ11_176 116 116 165 169 102 110 221 221 173 175 143 145 212 214 265 265 126 126 240 240 190 190 261 267 270 272 155 158 
IZ11_177 116 124 169 169 102 114 221 226 175 177 145 147 206 212 265 265 126 126 243 261 193 193 261 264 270 272 149 158 
IZ11_178 116 124 169 173 102 110 221 226 175 177 145 145 208 232 265 265 126 129 234 249 190 193 261 264 270 272 149 152 
IZ11_179 108 124 169 173 102 110 221 221 175 177 145 147 224 236 265 265 126 126 240 249 190 190 261 264 270 272 152 158 
IZ11_180 116 124 169 169 102 110 221 221 173 177 145 145 210 220 265 265 126 129 237 243 190 193 261 264 270 272 149 158 
IZ11_181 116 116 169 169 102 110 221 221 175 175 143 147 232 234 265 265 126 126 237 243 190 190 264 264 272 272 158 158 
IZ11_182 116 116 169 169 102 110 221 221 175 177 145 145 206 208 265 265 126 126 243 246 190 190 261 264 272 272 152 158 
IZ11_183 116 116 169 169 102 114 221 221 175 177 143 147 204 230 265 268 126 126 249 249 190 190 258 261 270 270 149 158 
IZ11_184 116 116 169 169 102 110 221 221 175 175 145 145 224 230 265 265 126 126 243 246 190 190 261 261 272 272 149 155 
IZ11_185 116 120 169 169 102 106 221 221 175 175 143 145 242 244 265 265 126 126 240 243 190 193 261 270 270 272 149 158 
IZ11_186 116 116 169 169 102 110 221 221 175 177 143 145 212 232 265 265 126 126 240 246 190 190 261 264 270 272 149 158 
IZ11_187 116 116 169 169 102 110 221 221 175 177 145 145 228 230 265 265 126 126 237 243 190 190 261 267 272 272 149 152 
IZ11_188 116 120 169 169 102 110 221 221 175 177 143 145 ? ? 265 265 126 129 237 249 190 190 261 264 270 272 149 152 
IZ11_189 116 124 169 169 102 110 221 221 175 175 143 147 210 230 265 265 126 126 243 249 190 190 261 264 272 272 149 158 
IZ11_190 116 132 169 173 102 110 221 221 177 177 143 145 210 210 265 265 126 135 246 249 184 190 261 264 270 272 152 158 
IZ11_191 112 116 169 169 102 110 221 221 177 177 141 143 210 238 265 265 126 126 243 246 190 190 261 264 270 272 149 158 
IZ11_192 116 124 169 169 102 110 221 221 173 177 143 147 206 232 265 265 126 129 243 243 190 193 261 261 270 270 158 158 
 124 
IZ11_193 116 120 169 169 102 110 221 221 175 177 143 147 210 210 265 265 126 126 243 246 190 190 255 261 270 272 149 158 
IZ11_194 116 128 169 169 102 110 216 221 177 177 143 147 210 226 265 265 126 126 243 246 190 193 264 267 270 272 149 155 
IZ11_195 112 116 169 169 102 110 221 221 177 177 143 147 214 228 265 265 126 126 243 249 190 193 261 267 270 270 149 152 
UL12_196 116 116 169 169 102 114 221 221 175 177 143 145 234 236 265 265 126 126 243 246 190 190 261 264 270 272 149 158 
UL12_197 116 116 169 169 102 110 221 221 173 175 143 145 ? ? 265 265 126 126 243 246 190 190 261 261 270 270 149 158 
UL12_198 116 120 169 169 102 110 221 221 175 177 143 147 ? ? 265 265 126 126 ? ? 190 193 ? ? 272 272 149 158 
UL12_199 116 120 169 169 102 102 221 221 175 177 145 145 210 234 265 265 126 126 243 252 190 190 261 261 270 270 149 149 
UL12_200 116 116 169 169 102 114 221 221 175 177 145 145 210 214 ? ? 126 126 243 243 190 190 261 264 270 272 149 152 
UL12_201 116 116 169 169 102 110 221 221 175 177 145 145 206 210 ? ? 126 126 243 246 190 193 261 267 270 272 149 155 
UL12_202 116 116 169 169 102 110 221 221 175 177 143 145 206 210 265 265 126 126 243 243 190 190 ? ? ? ? 152 158 
UL12_203 116 116 169 169 102 110 221 221 177 177 145 145 230 230 265 265 126 126 240 243 190 190 261 267 270 270 155 155 
UL12_204 116 116 169 169 102 110 221 221 175 177 145 147 208 210 ? ? 126 126 237 240 190 190 261 264 ? ? 149 158 
UL12_205 116 116 169 169 102 110 221 221 175 177 145 147 208 210 265 265 126 126 237 240 190 190 261 264 ? ? 149 158 
UL12_206 124 124 169 169 102 110 221 221 175 175 145 145 210 230 ? ? 126 126 240 243 190 190 261 264 270 272 158 158 
UL12_207 116 116 169 169 102 110 221 221 175 177 145 147 208 210 ? ? 126 126 243 243 190 190 261 264 272 272 149 158 
UL12_208 116 116 169 169 102 102 221 221 173 177 145 145 232 236 ? ? 126 126 243 249 190 193 261 261 270 272 149 158 
UL12_209 116 116 169 169 102 118 221 221 173 177 145 145 232 236 265 265 126 126 243 249 190 193 261 261 270 272 149 158 
UL12_210 116 116 169 169 102 106 221 221 173 177 145 145 206 208 265 265 126 126 243 249 190 193 261 261 270 272 149 158 
UL12_211 116 116 169 169 102 110 221 221 175 177 143 145 206 208 265 265 126 129 243 243 190 190 261 264 270 272 152 158 
UL12_212 116 116 169 169 102 110 221 221 175 177 145 147 208 210 265 265 126 126 237 240 190 193 261 264 270 272 149 158 
UL12_213 116 132 169 169 102 110 221 221 173 175 145 147 224 230 ? ? 126 126 237 246 190 190 258 261 272 272 149 152 
UL12_214 116 120 169 169 102 110 221 221 173 175 141 145 208 216 265 265 126 126 243 246 190 193 261 264 268 272 152 155 
UL12_215 116 116 169 169 102 110 221 221 175 177 145 147 206 210 265 265 126 126 237 243 190 190 261 264 270 272 149 155 
UL12_216 108 116 169 169 102 106 221 221 175 177 145 147 212 236 265 265 126 126 243 246 190 193 261 264 270 272 158 158 
UL12_217 116 116 169 169 98 110 221 221 175 175 143 147 206 230 265 265 126 129 243 243 190 190 261 267 270 272 149 152 
 125 
UL12_218 116 116 165 169 102 110 221 221 173 177 143 145 228 230 265 265 126 126 240 243 190 193 261 264 270 272 155 158 
UL12_219 116 116 169 169 102 110 221 221 175 177 145 147 208 210 ? ? 126 126 237 240 190 190 261 264 270 272 149 158 
UL12_220 116 116 169 169 98 110 221 221 175 177 143 145 212 234 265 265 126 126 234 249 190 193 261 264 270 272 149 158 
UL12_221 116 116 169 169 102 110 221 221 175 177 145 147 222 228 265 265 126 126 240 252 190 193 261 264 270 272 149 158 
UL12_222 116 120 169 169 102 106 221 221 175 177 145 147 206 206 ? ? 126 126 237 243 190 193 261 261 272 272 149 158 
UL12_223 116 116 169 169 102 110 221 221 175 175 145 147 206 230 265 265 126 129 243 243 190 190 261 267 270 272 149 152 
UL12_224 116 116 169 169 102 110 221 221 175 177 145 147 208 210 ? ? 126 126 237 240 190 190 ? ? ? ? 149 158 
UL12_225 112 116 169 169 102 110 221 221 177 177 143 145 208 208 265 265 126 126 243 243 190 190 261 261 272 274 149 158 
UL12_226 116 116 ? ? 102 102 221 221 175 177 145 145 208 210 ? ? 126 126 243 246 190 190 261 261 270 272 158 158 
UL12_227 116 116 165 169 102 114 221 221 175 177 145 147 206 216 265 265 126 126 237 249 190 190 261 261 270 272 152 152 
UL12_228 116 116 169 169 102 106 221 221 175 177 143 145 ? ? ? ? 126 126 240 243 190 193 261 261 270 272 149 158 
UL12_229 120 120 165 169 102 110 221 221 175 177 145 147 208 210 265 265 126 126 237 249 190 190 261 264 270 272 152 158 
UL12_230 116 120 169 169 102 110 221 221 175 177 145 147 210 234 265 265 126 126 243 252 190 190 261 261 270 272 149 152 
UL12_231 116 120 169 173 102 110 221 221 173 175 145 147 206 214 265 265 126 126 243 246 190 190 261 264 270 272 149 152 
UL12_232 116 116 169 169 102 110 221 221 175 175 143 145 212 214 265 265 126 126 240 243 190 190 261 261 270 272 149 152 
UL12_233 112 124 169 169 102 110 221 221 177 177 145 145 208 208 ? ? 126 126 240 243 190 190 261 261 272 274 149 158 
UL12_234 116 116 169 169 102 106 221 221 177 177 145 147 212 226 ? ? 126 126 237 243 190 190 261 261 270 272 149 158 
UL12_235 116 116 165 169 102 114 221 221 175 177 145 147 206 216 265 265 126 126 237 249 190 190 261 261 270 272 152 152 
UL12_236 116 116 169 169 102 110 221 221 173 177 145 147 206 210 ? ? 126 126 237 249 190 193 261 261 272 272 149 158 
UL12_237 116 116 169 169 102 114 221 221 175 177 145 145 208 214 265 265 126 126 249 249 190 193 258 261 270 272 149 158 
UL12_238 116 116 169 173 102 110 221 221 175 175 145 145 216 226 265 265 126 126 243 246 190 190 261 264 270 272 149 152 
UL12_239 116 116 169 169 102 110 221 221 175 177 145 147 ? ? 265 265 126 126 237 240 190 193 261 261 270 272 149 158 
UL12_240 116 116 169 169 98 110 221 221 177 177 143 147 234 236 265 265 126 126 243 261 190 190 261 264 270 272 158 158 
UL12_241 116 120 169 169 102 110 221 221 175 177 145 147 208 210 265 265 126 126 237 240 190 193 258 267 272 272 149 158 
UL12_242 116 128 169 169 102 110 221 221 175 177 145 147 208 210 ? ? 126 126 237 240 190 190 261 264 272 272 149 158 
 126 
UL12_243 116 116 169 169 98 110 221 221 175 177 143 147 208 212 ? ? 126 126 243 243 190 190 261 264 270 272 152 158 
UL12_244 116 116 169 169 102 110 221 221 175 177 145 147 210 212 ? ? 126 126 237 240 190 190 261 264 272 272 149 158 
UL12_245 116 116 169 169 102 110 221 221 177 177 143 147 214 216 ? ? 126 126 255 255 190 190 261 264 270 272 149 155 
UL12_246 116 116 169 169 102 110 221 221 175 177 143 147 210 212 ? ? 126 126 246 246 190 190 261 264 272 274 149 158 
UL12_247 116 116 169 169 102 110 221 221 175 177 145 147 208 210 ? ? 126 126 237 240 190 193 261 264 270 272 149 158 
UL12_248 116 116 169 169 98 110 221 221 175 177 143 147 206 210 ? ? 126 129 243 246 190 190 261 264 268 272 149 158 
UL12_249 116 120 169 169 102 110 221 221 175 177 143 147 ? ? ? ? 126 126 237 240 190 190 261 261 270 272 149 158 
UL12_250 116 116 169 169 102 110 221 221 175 177 143 147 208 210 ? ? 126 126 237 240 190 190 ? ? 270 272 149 158 
IZL14_251 116 116 169 169 102 110 221 221 173 177 143 145 210 210 265 265 126 126 243 246 190 190 264 264 272 272 152 158 
IZL14_252 108 116 169 169 102 114 221 221 173 177 143 145 206 230 265 265 126 126 243 243 190 190 261 264 270 272 149 149 
IZL14_253 116 116 165 169 98 110 221 226 175 177 145 145 208 210 265 265 126 126 243 255 190 190 261 267 272 276 155 161 
IZL14_254 116 124 169 169 102 110 221 221 175 177 143 145 206 224 265 265 126 126 243 246 190 193 261 264 270 272 149 152 
IZL14_255 116 124 169 169 102 110 221 221 175 177 145 147 206 240 265 265 126 126 246 249 190 193 261 261 270 272 149 155 
IZL14_256 116 116 169 169 98 106 221 221 173 177 145 147 208 210 265 265 126 129 240 243 190 190 261 261 270 272 152 152 
IZL14_257 116 116 165 169 102 106 221 221 173 177 145 149 210 210 265 265 126 126 243 246 190 190 261 264 268 272 149 158 
IZL14_258 112 116 165 169 102 106 221 221 173 177 145 147 210 210 ? ? 126 126 243 252 190 190 261 261 270 270 149 158 
IZL14_259 116 116 169 169 98 110 221 221 175 177 143 145 210 212 265 265 126 126 237 246 190 190 261 264 270 272 149 158 
IZL14_260 116 120 169 169 102 106 221 221 175 177 145 145 206 206 ? ? 126 126 246 246 190 190 261 264 270 272 149 158 
IZL14_261 116 120 169 169 102 106 221 221 175 177 143 145 208 210 265 265 126 126 240 243 190 193 261 264 270 272 149 158 
IZL14_262 116 116 169 169 98 106 221 221 173 175 145 147 222 224 265 265 126 126 243 249 190 193 261 261 270 272 152 161 
IZL14_263 116 116 169 169 102 106 221 221 173 175 145 147 214 216 265 265 126 126 237 246 190 190 261 261 270 274 149 152 
IZL14_264 116 116 169 169 102 106 221 221 175 177 145 145 206 230 265 265 126 126 243 243 190 190 261 264 270 274 152 158 
IZL14_265 116 124 169 169 102 110 221 221 175 177 143 145 220 226 265 265 126 126 243 246 190 193 261 264 270 272 149 152 
IZL14_266 116 116 169 169 102 110 221 226 175 177 143 145 204 206 ? ? 126 126 243 246 190 190 261 261 270 272 149 155 
IZL14_267 116 120 169 173 102 106 221 221 175 177 143 145 ? ? 265 265 126 126 237 243 190 190 261 261 268 272 149 149 
 127 
IZL14_268 116 132 169 169 102 106 221 221 173 177 145 147 208 230 265 265 126 126 243 243 190 190 261 261 270 272 149 158 
IZL14_269 116 116 169 169 102 110 221 221 175 177 145 147 210 212 265 265 126 126 237 249 190 190 261 264 270 272 149 155 
IZL14_270 116 116 169 173 98 102 221 221 173 177 143 145 210 228 265 265 126 129 246 249 190 193 261 264 270 274 149 152 
IZL14_271 112 116 169 169 102 114 221 221 175 177 143 143 214 224 265 265 126 126 243 249 190 193 261 261 268 272 152 155 
IZL14_272 116 120 169 173 98 106 221 221 177 179 143 145 206 210 265 265 126 126 243 243 190 193 261 261 270 272 149 149 
IZL14_273 116 120 169 169 98 106 221 226 171 173 143 147 206 208 265 265 126 126 234 243 190 190 261 261 270 272 152 155 
IZL14_274 116 120 165 169 102 106 221 221 175 177 145 145 230 232 265 265 126 129 243 243 190 193 261 264 270 272 158 158 
IZL14_275 116 124 165 169 102 114 221 221 173 175 143 145 ? ? 265 265 126 126 246 252 190 190 261 264 270 272 155 158 
IZL14_276 112 116 165 169 102 110 221 221 175 177 145 145 210 230 265 265 126 126 240 243 184 190 261 261 270 270 149 158 
IZL14_277 116 116 165 169 102 106 221 226 173 177 145 145 ? ? 265 265 126 126 240 249 190 193 261 261 272 272 149 158 
IZL14_278 120 120 165 169 102 110 221 221 173 175 145 145 210 210 265 265 126 126 246 246 190 190 255 264 272 274 152 158 
IZL14_279 112 112 169 169 102 106 221 221 173 175 145 147 206 230 265 265 126 126 243 243 190 193 261 264 268 270 149 158 
IZL14_280 116 116 165 169 102 102 221 221 175 175 145 145 ? ? 265 265 126 126 243 246 190 190 261 261 270 272 152 155 
IZL14_281 116 116 169 169 102 110 221 221 177 177 143 143 206 206 ? ? 126 129 240 249 190 190 261 261 268 270 149 161 
IZL14_282 116 116 169 169 102 114 221 221 175 177 145 147 208 220 265 265 126 126 243 243 190 190 261 264 272 272 158 158 
IZL14_283 116 116 169 169 102 110 221 221 173 175 145 147 206 210 265 265 126 126 237 243 190 190 258 264 272 272 152 155 
IZL14_284 116 116 169 169 102 110 221 221 175 175 145 147 206 210 265 265 126 126 237 243 190 190 258 264 272 272 152 155 
IZL14_285 116 116 169 173 102 106 221 221 175 175 145 145 228 230 265 265 126 126 243 249 190 190 261 261 270 270 149 158 
IZL14_286 112 128 169 169 102 114 221 221 175 177 145 145 206 208 265 265 126 126 243 243 190 190 258 261 270 272 152 158 
IZL14_287 116 128 169 169 102 110 221 221 175 177 145 147 210 210 ? ? 126 126 237 246 190 190 261 261 272 272 149 158 
IZL14_288 116 124 169 169 102 110 221 221 173 175 145 147 208 230 265 265 126 126 243 243 190 193 261 264 270 272 152 158 
IZL14_289 116 116 169 173 102 110 221 221 175 177 145 145 230 232 265 265 126 126 243 246 190 190 261 261 270 272 149 152 
IZL14_290 120 124 169 169 102 106 221 221 175 177 145 145 208 208 265 265 126 126 243 246 190 190 261 261 272 272 149 152 
IZL14_291 116 120 169 169 102 106 221 221 177 177 145 145 206 210 265 265 126 126 243 246 190 190 261 261 270 272 152 152 
IZL14_292 116 116 169 169 102 106 221 221 175 177 143 145 ? ? 265 265 126 126 243 249 190 193 261 261 270 270 152 152 
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IZL14_293 116 124 169 169 102 110 221 221 177 177 143 145 204 212 265 265 126 126 237 243 190 190 261 261 270 270 149 152 
IZL14_294 116 120 165 169 102 110 221 221 175 177 145 145 226 230 265 265 126 126 243 243 190 190 261 267 270 270 149 158 
IZL14_295 108 108 169 169 102 114 221 221 173 175 145 145 226 232 265 265 126 126 240 243 190 190 261 261 272 272 158 161 
IZL14_296 112 116 169 169 102 110 221 221 175 175 145 147 ? ? 265 265 126 126 234 243 190 190 261 261 272 272 152 152 
IZL14_297 112 116 169 169 102 106 221 221 177 177 143 145 210 212 265 265 126 126 243 243 190 193 258 261 270 270 149 152 
IZL14_298 108 116 169 169 102 106 221 221 175 177 143 145 ? ? 265 265 126 126 240 243 190 190 261 264 270 272 149 158 
IZL14_299 116 116 169 169 102 110 221 221 175 177 145 145 222 232 265 265 126 126 243 246 190 190 261 261 270 272 158 158 
IZL14_300 116 116 169 169 102 102 221 221 175 177 145 145 214 236 265 265 126 126 243 243 190 190 258 261 270 272 155 161 
IZL14_301 116 120 169 173 102 110 221 221 175 177 143 145 210 214 265 265 126 126 237 249 190 190 261 264 270 272 149 158 
IZL14_302 116 124 169 169 102 114 221 221 171 175 145 147 224 236 265 265 126 126 234 249 184 190 261 261 270 272 149 158 
IZL14_303 112 116 169 169 102 106 221 221 173 177 145 151 210 212 265 265 126 129 240 243 190 190 261 261 272 272 152 158 
IZL14_304 116 116 169 169 102 110 221 221 175 175 145 147 208 210 265 265 126 126 237 246 190 190 261 261 270 272 152 158 
IZL14_305 116 116 169 169 98 110 221 221 175 177 145 147 208 210 ? ? 126 126 243 243 190 190 261 264 ? ? 149 152 
IZL14_306 116 116 169 169 102 106 221 221 173 175 143 145 206 230 ? ? 126 126 243 246 190 193 264 270 270 272 149 152 
IZL14_307 116 116 169 169 102 114 221 221 175 175 145 145 230 232 ? ? 126 126 243 246 190 193 264 264 272 272 149 152 
IZL14_308 116 116 169 169 102 114 221 221 173 175 145 145 210 212 265 265 126 126 243 249 190 190 261 264 270 270 155 158 
IZL14_309 108 116 169 169 102 110 221 226 175 179 143 145 208 208 265 265 126 126 243 246 190 190 261 261 272 272 152 158 
IZL14_310 108 116 169 173 102 114 221 221 175 177 143 145 210 210 265 265 126 126 243 252 190 193 261 261 270 272 158 158 
IZL14_311 120 124 169 169 102 114 221 221 175 175 143 145 226 228 265 265 126 126 240 246 193 193 261 267 270 272 155 158 
IZL14_312 116 116 169 169 102 110 221 221 177 177 143 143 216 216 265 265 126 126 243 243 184 193 261 261 270 270 149 149 
IZL14_313 116 128 169 173 102 110 221 221 173 177 145 145 206 230 265 265 126 126 237 249 190 193 261 264 270 272 149 152 
IZL14_314 112 116 169 169 102 106 221 221 175 177 145 145 206 228 265 265 126 126 243 246 190 190 261 264 270 272 149 155 
IZL14_315 116 120 169 169 102 114 221 226 175 177 147 147 206 206 265 265 126 126 243 243 190 193 264 264 270 272 158 158 
IZL14_316 116 116 169 169 102 110 221 221 177 177 145 145 210 216 265 265 126 126 243 261 190 193 261 264 270 272 152 158 
IZL14_317 116 120 165 169 102 114 221 221 175 177 145 145 206 206 265 265 126 126 237 243 190 193 261 264 272 272 149 158 
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IZL14_318 112 112 165 169 102 110 221 221 173 175 145 145 ? ? 265 265 126 126 243 243 190 190 261 261 268 272 152 158 
IZL14_319 112 116 165 169 102 114 221 221 175 177 145 145 210 230 265 265 126 126 246 249 190 190 261 261 272 272 149 158 
IZL14_320 116 116 169 169 102 106 221 221 177 177 145 147 228 230 265 265 126 126 243 243 190 190 261 264 270 272 158 161 
IZL14_321 116 116 165 169 102 110 221 221 177 177 145 147 206 206 265 265 126 126 240 252 190 190 261 273 268 272 149 161 
IZL14_322 116 116 169 169 102 114 221 221 175 177 145 145 206 230 265 265 126 126 243 246 190 190 261 261 270 272 155 158 
IZL14_323 120 124 169 169 102 110 221 221 175 175 143 145 206 210 265 265 126 126 234 246 190 193 261 261 270 272 152 152 
IZL14_324 112 112 169 169 102 114 221 221 173 177 145 145 210 210 265 265 126 126 237 243 190 193 261 261 272 272 149 155 
IZL14_325 116 116 169 169 102 110 221 221 175 177 145 147 208 210 265 265 126 126 237 240 190 190 261 264 270 272 149 158 
IZL14_326 116 116 169 169 98 110 221 221 175 177 143 147 210 230 265 265 126 126 237 240 190 193 261 264 270 272 149 158 
IZL14_327 116 124 169 169 102 110 221 221 175 177 143 147 210 210 ? ? 126 126 237 240 190 193 261 264 270 272 149 158 
IZL14_328 116 116 169 169 102 110 221 221 175 177 143 147 210 212 265 265 126 126 237 243 190 193 261 264 272 272 149 158 
IZL14_329 116 120 169 169 98 110 216 221 175 177 143 147 210 216 ? ? 126 126 240 246 190 190 261 264 272 272 149 158 
IZL14_330 116 116 169 169 102 110 221 221 175 177 143 147 208 210 265 265 126 126 237 240 190 190 261 264 270 272 149 158 
IZL14_331 116 120 169 169 102 110 221 221 175 177 143 147 ? ? 265 265 126 126 237 240 190 190 261 264 270 272 149 158 
IZL14_332 112 116 169 169 102 110 221 221 175 177 143 147 208 210 ? ? 126 126 240 249 190 193 261 264 272 272 149 158 
IZL14_333 116 116 169 169 102 110 221 221 175 177 143 147 210 228 265 265 126 126 243 243 190 193 261 261 270 272 149 158 
IZL14_334 116 120 169 169 102 110 221 221 175 177 143 147 206 210 265 265 126 126 237 240 190 190 261 264 270 272 149 158 
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Prilog B. Usporedba broja alela po lokusima u kodirajućim i UTR regijama atlantske 
plavoperajne tune T. thynnus iz dva uzastopna uzgojna ciklusa na uzgajalištu u blizini južne 
strane otoka Brača u Jadranskom moru 
 
 Kodirajuća regija  UTR regija 
Lokus Broj alela Lokus Broj alela 
Tth1 8 Tth3 6 
Tth2 4 Tth11 5 
Tth5 3 Tth12 7 
Tth15 4 Tth13 19 
Tth22 7 Tth18 10 
Tth25 7 Tth19 3 
  Tth23 5 
 5,5  7,8 
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